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Abkürzungsverzeichnis 
 
7-AAD   7-Aminoactinomycin 
A. dest.  Aqua destillata 
ABC   Avidin-Biotin-Komplex (Avidin-Biotin Complex) 
ADCC antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (antibody-dependent cell medi-
ated cytotoxicity) 
AICD  aktivierungs-induzierter Zelltod (activated-induced cell death) 
AK  Antikörper 
ALAT  Alanin-Aminotransferase 
ALP   Alkalische Phosphatase 
APC   Allophycocyanin (Fluoreszenzfarbstoff) 
APC  Antigenpräsentierende Zelle (antigen presenting cell) 
ASAT  Aspartat-Aminotransferase 
BCG  Bacille Calmette-Guérin 
BCIP/NBT  5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium 
BRCA2   Breast cancer 2 
BSA  Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin) 
Calcein AM  Calcein Acetoxymethylester 
CD   Cluster of Differentiation 
CDC    Komplement-vermittelte Zytotoxizität (complement dependent cytotoxicity) 
CDK    Cyclin-abhängige Kinase (cyclin-dependent kinase) 
CEA    Karzinoembryonales Antigen (carcinoembryonic antigen) 
CFSE   5-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester  
CFU   Kolonieformende Einheit (colony forming unit) 
CTL   zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes) 
DAB  Diaminobenzidin 
DC  dendritische Zellen (dendritic cell) 
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (Deoxyribonucleic acid) 
DPC   deleted in pancreatic cancer 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
EGFR   Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor Receptor) 
ELISpot-Assay  Enzyme-linked Immuno Spot Assay     
FACS  fluorescence activated cell sorting  
FITC  Fluoreszeinisothiocyanat                                                                                                                  
FKS Fetales oder Fötales Kälberserum 
Foxp3 Forkhead box Protein3 
GAS  Gruppe A Streptokokken 
G-CSF  Granulozyten-Koloniestimulierender Faktor (granulocyte-colony stimulating 
factor) 
GM-CSF Granulozyten Makrophagen-koloniestimulierender Faktor (granulocyte macro-
phage-colony stimulating factor) 
HBV    Hepatitis B-Virus 
Her-2/neu  human epithelial receptor 2/neurological 
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HPV    Humanes Papillom-Virus 
HRP   Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)  
hTERT   Human telomerase reverse transkriptase 
i. p.   intraperitoneal 
i. t.  intratumoral 
ICAM Interzelluläres Adhäsionsmolekül (intercellular adhesion molecule) 
IFN  Interferon 
Ig  Immunglobulin 
IKDC   Interferon-producing killer dendritic cells 
IL   Interleukin 
KIR   Killerzell-Ig-ähnlicher Rezeptor (killer cell Ig-like receptor) 
LAK   Lymphokin-aktivierte Killerzellen  
LDH  Lactat-Dehydrogenase 
LFA  Lymphozyten funktions-assoziiertes Antigen (lymphocyte function-associated 
antigen) 
MAGE  Melanom-assoziiertes Antigen (Melanocyte antigen) 
MART   Melanoma antigen recognized by T-cells 
MHC   Haupthistokompatibilitätskomplex (Major Histocompatibility Complex) 
MUC1  Muzin1 (mucin1) 
NK  Natürliche Killer (natural killer) 
NKDC  Natürliche Killer dendritische Zellen (Natural killer dendritic cells) 
OD  optische Dichte 
PanIN   pankreatische intraepitheliale Neoplasien (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia) 
PBMC  Periphere mononukleäre Blutzellen (Peripheral Blood Mononuclear Cell) 
PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung (Phosphate buffered saline) 
PE  Phycoerythrin  
PlyC1  Phagenlysin C1 (phage lysine C1) 
PRAME   preferentially expressed antigen in melanoma 
RT  Raumtemperatur 
s. c.   subkutan 
SCID   Severe Combined Immunodeficiency 
Sfb1   streptococcal fibronectin binding protein 1 
SLS   Streptolysin S 
SR-FLICA  Sulforhodamin Fluoreszenz-markierter Caspase-Inhibitor (Sulforhodamine- 
  Fluorescent-labeled Inhibitor of Caspases) 
TAA  Tumor-assoziierte-Antigene  
TAP    transporter associated with antigen presentation 
TGF  transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor) 
Th   T-Helferzellen 
THY  Todd-Hewitt yeast extract broth 
TIL   Tumor-infiltrierende Lymphozyten 
TRAIL   TNF-Related-Apoptosis-Inducing-Ligand 
Treg   regulatorische T-Zellen 
TZR  T-Zellrezeptor 
VEGF   vaskulär-endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor) 
vWF   von-Willebrand-Faktor 
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I EINLEITUNG 
1.1. Das Pankreaskarzinom 
1.1.1. Ätiologie und Pathogenese 
Das Pankreaskarzinom zählt aufgrund seiner uncharakteristischen Frühsymptomatik und der 
damit verbundenen späten Diagnosestellung trotz verbesserter Therapiekonzepte noch im-
mer zu den Tumorerkrankungen mit infauster Prognose (1). Laut Statistik des Robert Koch 
Instituts in Deutschland erkranken jährlich ca. 12.800 Menschen an bösartigen Veränderun-
gen des Pankreas (2). In den meisten Fällen manifestiert sich die Erkrankung zwischen der 
sechsten und siebten Dekade, wobei Männer tendenziell häufiger betroffen sind (2, 3). 
Bauchspeicheldrüsentumoren machen 3 % aller krebsbedingten Neuerkrankungen aus. Die 
5-Jahres-Überlebensrate für Patienten mit Pankreaskarzinom liegt bei unter 5 % (2, 4-6). 
Damit besitzt diese Erkrankung die schlechteste Prognose aller gastrointestinalen Tumorer-
krankungen (7) und ist bei beiden Geschlechtern die fünfthäufigste krebsbedingte Todesur-
sache in Deutschland (2). Die Ätiologie des Pankreaskarzinoms ist weitgehend ungeklärt. Zu 
den gesicherten Risikofaktoren zählen das Rauchen, eine lipidreiche Ernährung und eine 
lang verlaufende chronische Pankreatitis (2, 8, 9). Demgegenüber konnte bislang kein ein-
deutiger Zusammenhang zwischen Alkoholabusus und Pankreaskarzinom nachgewiesen 
werden (10). Patienten nach Magenresektion oder mit Diabetes mellitus weisen ein erhöhtes 
Risiko der Karzinomentwicklung auf. Allerdings ist weder der kausale noch der zeitliche Zu-
sammenhang geklärt. Ebenso wird die genetische determinierte Form des Pankreaskarzi-
noms nur bei ca. 10 % der Patienten beobachtet (9, 11-13).  
 Histologisch lassen sich verschiedene Formen des Pankreaskarzinoms unterscheiden, 
wobei Neoplasien des exokrinen Pankreas mit über 95 % überwiegen. Das duktale Adeno-
karzinom stellt hierbei mit etwa 80-85 % die häufigste Form dar und ist in 70 % der Fälle im 
Pankreaskopf lokalisiert (14). Die Metastasierung erfolgt frühzeitig sowohl lymphogen als 
auch hämatogen in Leber, Lunge, Knochen und Gehirn. Ähnlich wie bei der Adenom-
Karzinom Sequenz kolorektaler Tumoren (15, 16) geht man heute von einem Tumorprogres-
sionsmodell von Normalgewebe über Hyperplasie und Dysplasie zum Karzinom unter Akku-
mulation verschiedener zytologischer, architektonischer und epigenetischer Veränderungen 
aus (6). Zur Charakterisierung der prämalignen Läsionen hat sich der Begriff der pankreati-
schen intraepithelialen Neoplasien (PanIN)I-III etabliert (6, 17) (Abb. 1). Dabei unterscheidet 
man morphologisch drei verschiedene Differenzierungsgrade von der „low grade pancreatic 
duct lesion“ (PanIN 1A, 1B), über die „high grade pancreatic duct lesion“ (PanIN 2A, 2B) bis 
hin zum invasiven Karzinom. Zu den frühen prämalignen genetischen Alterationen zählen 
neben einer Überexpression der Rezeptortyrosinkinasen EGFR (epidermal growth factor 
receptor) und Her-2/neu (human epithelial receptor 2/neurological) auch Mutationen des On-
kogens K-ras (12, 18). Im Verlauf der Karzinogenese kommt es zusätzlich zur funktionellen 
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Inaktivierung der Zellzyklus-regulierenden Tumorsupressorgene p16INK4a und p53, sowie des 
durch DPC4 (deleted in pancreatic cancer-4) kodierten Transkriptionsfaktors SMAD4 und 
des DNA-Reparaturproteins BRCA2 (Breast Cancer Type 2) (6, 12).  
Bei mehr als 75 % aller Pankreastumoren wurden mindestens drei dieser genetischen Alte-
rationen parallel nachgewiesen (19). Ferner ist eine Überexpression verschiedener Wachs-
tumsfaktoren, wie TGF- (transforming growth factor) α, der Interleukine (IL) 1, 6, 8 sowie des 
Angiogeneseinduktors VEGF (vascular endothelial growth factor) beschrieben (1). Diese 
Kombination von Mutationen in Tumorsuppressor- und Onkogenen, Überexpression ver-
schiedener Moleküle gemeinsam mit der konstitutiven Expression von Multidrug Resistenz-
genen (20) tragen zur Resistenz der Tumoren gegenüber Chemo- und Radiotherapie bei. 
Gleichzeitig stellt die geringe Immunogenität der Tumoren eine Herausforderung bei der 











Abb. 1: Tumorprogressionsmodell des Pankreaskarzinoms. Schematische Darstellung der PanIN Läsionen und 
der akkumulierenden genetischen Alterationen während der Tumorprogression. Aus „Pancreatic cancer: basic 
and clinical aspects.“ (21). 
 
1.1.2. Diagnostik und Therapie 
Die Diagnosestellung des Pankreaskarzinoms erfolgt aufgrund der unspezifischen Sympto-
matik und dem Fehlen effektiver und gleichzeitig wenig invasiver Screening-Methoden meist 
erst in einem fortgeschrittenen und damit prognostisch ungünstigen Stadium (8, 22). Die Pa-
tienten klagen über Oberbauchschmerzen, Inappetenz, Gewichtsverlust sowie eine im Rah-
men des Verschlussikterus nachweisbare, gestaute palpable Gallenblase (Courvoisier-
Zeichen, 23). Diagnostisch kommt dann eine Kombination aus Laborwerten (Tumormarker 
CA 19-9, Pankreas- und Leberwerte), Sonographie, endoskopisch-retrograder Cholangio-
pankreatikographie (ERCP), Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie 
(MRT) und endosonographisch gestützter Feinnadelpunktion zum Einsatz (24). 
Den gegenwärtig einzigen kurativen Ansatz für Patienten mit einem Pankreaskarzinom 
stellt die chirurgische Resektion dar (partielle Duodenopankreatektomie nach Kausch-
Whipple, 25). Aufgrund häufig präklinisch lokal weit fortgeschrittener oder metastasierter 
Tumoren kann diese jedoch überhaupt nur in 15-20 % durchgeführt werden (24, 26), so dass 
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ein großer Teil der Patienten schon primär bei Diagnostizierung in palliativer Intention be-
handelt wird (27). Als Standardtherapeutikum wird dabei Gemcitabin (Difluorodesoxycytidin) 
eingesetzt, ein Pyrimidin-Antimetabolit, der seit 1996 in Deutschland zugelassen ist und ge-
genüber 5-Fluorouracil, welches bis 1997 das Chemotherapeutikum der Wahl darstellte, 
bessere Ergebnisse bezüglich der Lebensqualität und der medianen Überlebenszeit aufweist 
(27-29). Multiple Kombinationen, vor allem auf der Basis von Gemcitabin konnten bislang 
allerdings nur bescheidene Ergebnisse, mit medianen Überlebenszeiten von 5-10 Monaten 
erzielen (28, 29). Hierbei ist die Kombination mit dem EGFR-Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib 
die erste Therapieform, welche gegenüber der Standardmonotherapie mit Gemcitabin einen 
Überlebensvorteil für Patienten erzielt. Eine deutliche Verbesserung der Lebensqualität 
konnte bislang aber nicht beobachtet werden, so dass die Prognose für Patienten mit einem 
Pankreaskarzinom noch immer infaust ist (30, 31).  
 
1.2. Das Immunsystem 
Zu den wichtigsten Aufgaben des Immunsystems zählen die Verteidigung des Körpers ge-
gen eindringende Mikroorganismen und die Generierung eines immunologischen Gedächt-
nisses. Für eine intakte Immunabwehr ist eine komplexe Interaktion zwischen Zellen des 
angeborenen, unspezifischen und Zellen des erworbenen, spezifischen Immunsystems not-
wendig. 
   
1.2.1. Zellen des nicht-adaptiven Immunsystems (aus Janeway & Travers, 32) 
 Makrophagen 
Makrophagen sind aus Blutmonozyten hervorgehende Zellen, die zusammen mit gewebe-
spezifischen, sessilen Makrophagen (z. B. Kupffer'sche Sternzellen in der Leber, Histiozy-
ten im Bindegewebe) das mononukleäre Phagozytensystem bilden. Zu den wichtigsten 
Aufgaben der Makrophagen gehört die Phagozytose von Zielzellen, die über spezielle 
Strukturerkennungsrezeptoren auf der Zelloberfläche ausgelöst wird. Über die Sekretion 
löslicher Mediatoren, wie Zytokine (IFN- (Interferon) γ, TNF- (Tumor Nekrose Faktor) α, IL-
12, IL-1) greifen sie zusätzlich regulierend in verschiedenste Abwehrmechanismen ein. Als 
antigenpräsentierende Zellen (APC) können Monozyten und Makrophagen Antigene auf-
nehmen und prozessieren, diese über den Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC, Major 
Histocompatibility Complex) den T-Zellen in sekundären lymphatischen Geweben (z. B. 
Lymphknoten) präsentieren, und damit spezifische zelluläre und humorale Immunantwor-
ten initiieren. Makrophagen phagozytieren ferner auch körpereigene, gealterte oder tote 
Zellen, wie z. B. Erythrozyten. 
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Granulozyten 
Entsprechend ihrem Färbeverhalten unterscheidet man basophile, eosinophile und 
neutrophile Granulozyten. Sie kommen in Blut, Knochenmark und verschiedensten Gewe-
ben vor und gehören neben Monozyten und Makrophagen ebenfalls zu den Phagozyten, 
die an der primären unspezifischen Abwehr beteiligt sind. Die Mehrzahl (circa 70 %) der 
Granulozyten sind Neutrophile mit segmentkernigen Zellkernen. Sie können nach Stimulie-
rung durch Chemokine aus dem Blut in das Gewebe migrieren und Zielzellen mittels Pha-
gozytose direkt eliminieren. Darüber hinaus können Neutrophile über ihre Fcγ-Rezeptoren 
auch opsonisierte Antikörper-gebundene Partikel, wie z. B. verkapselte, Bakterien phago-
zytieren. Der Abbau von Granulozyten erfolgt in Leber oder Milz durch gewebsspezifische 
Makrophagen.  
 
Dendritische Zellen (DC, dendritic cells) 
DC sind die wichtigsten APC und kommen ubiquitär in verschiedensten Geweben in nied-
riger Anzahl vor. Sie gelangen über das Blut in die Gewebe, wo sie Antigene pinozytotisch 
oder rezeptorvermittelt aufnehmen und prozessieren können. Nach einem Antigenkontakt 
oder dem Einwirken inflammatorischer Stimuli migrieren sie als mature Zellen aus den 
Geweben in die sekundären lymphatischen Gewebe (Lymphknoten, Milz) zurück, präsen-
tieren die zu Peptiden abgebauten Antigenfragmente über den MHC-Komplex und besitzen 
die Fähigkeit zur T-Zellstimulation. Gleichzeitig werden kostimulatorische Moleküle (B7-
Moleküle) auf der Zelloberfläche vermehrt exprimiert und Zytokine sezerniert. Abhängig 
vom sezernierten Zytokin beeinflussen sie die T-Zellen hin zu einer Th1- oder Th2-Antwort 
oder können z. B. eine Anergie autoreaktiver T-Zellen induzieren. 
 
 Natürliche Killer (NK)-Zellen 
NK-Zellen zirkulieren im Blut. Sie müssen nicht aktiviert werden, jedoch wird ihre Aktivität 
durch Zytokine (IL-12) oder Interferone (IFN-α, IFN-β, IFN-γ) gesteigert, die von 
Makrophagen sezerniert werden. Nach Aktivierung sezernieren die NK-Zellen Monozyten-, 
Makrophagen- und T-Zell-rekrutierende Chemokine. Zur Erkennung und Lyse von Zielzel-
len durch NK-Zellen sind zwei verschiedene Mechanismen wirksam. Dabei handelt es sich 
um die antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC, antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity) sowie die natürliche Zytotoxizität, bei der NK-Zellen mit Granzym 
und Perforin gefüllte lytische Granula sezernieren, die in Zielzellen den sofortigen Zelltod 
auslösen (33). Daneben sind NK-Zellen in der Lage, in der Zielzelle Apoptose durch das 
Fas/Fas-Ligand-System, sowie über TNF oder TRAIL (TNF-Related-Apoptosis-Inducing-
Ligand) zu induzieren.  
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NKT-Zellen 
 NKT-Zellen haben sowohl Eigenschaften von NK- als auch von T-Zellen. Sie besitzen ei-
nen T-Zellrezeptor und produzieren IFN-γ, vermitteln ihre Zytotoxizität aber nicht MHC-
restringiert. Sie können daher weder dem angeborenen, noch dem erworbenen Immunsys-
tem zugeordnet werden. Sie stehen zwischen diesen beiden Systemen und gelten als 
Vermittler zwischen ihnen. NKT-Zellen können APC über IFN-γ aktivieren und die Prolifera-
tion von NK-Zellen stimulieren. Außerdem können sie aber auch T-Zellen über Zytokine 
wie IFN-γ oder IL-4 in Richtung Th1- oder Th2-Antwort beeinflussen und B-Zellen aktivieren.  
 
1.2.2. Zellen des adaptiven Immunsystems  
T-Helferzellen (Th-Zellen) 
Th-Zellen sind Zellen der spezifischen Immunität. Sie sind Lymphozyten, die den α/β T-
Zellrezeptor (TZR) CD3 und CD4 exprimieren. Th-Zellen binden an Peptide auf APC, die 
von MHC-Klasse-II-Molekülen präsentiert werden. Dadurch kommt ein spezifischer Kontakt 
von APC und T-Zelle zustande, der die Aktivierung der Th-Zellen zur Folge haben kann. 
Diese Aktivierung führt unter anderem zur Sekretion von Zytokinen, über die Th-Zellen re-
gulierend wirken können. Unterschiede im Zytokinsekretionsmuster haben zur Differenzie-
rung von zwei Subpopulationen, den Th1-Zellen und den Th2-Zellen geführt. Th1-Zellen se-
zernieren IL-2 und IFN-γ und vermitteln zelluläre Immunantworten, z. B. durch die Aktivie-
rung von Makrophagen. Zudem werden auch zytotoxische T-Zellen zur Proliferation ange-
regt. Th2-Zellen fördern dagegen spezifisch die humorale Immunität durch Stimulation von 
B-Lymphozyten zur Produktion von Antikörpern (AK). Wichtige Th2-Zytokine sind IL-4, IL-5 
und IL-10. IL-4 sorgt bei der Aktivierung von B-Zellen für die Bildung von neutralisierenden 
Antikörperklassen (IgA, IgG, IgE). Th2-Zellen können B-Zellen dabei sehr stark anregen. 
Der größte Teil der Effektor Th-Zellen, die während der klonalen Expansion generiert wer-
den, ist kurzlebig und stirbt durch aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD, activated-induced 
cell death). Einige Zellen differenzieren jedoch zu Gedächtnis- (Memory) Zellen, die bei er-
neutem Kontakt mit dem identischen Antigen sofort aktiviert werden und Immunreaktionen 
auslösen können. 
 
 Zytotoxische T-Zellen (CTL, cytotoxic T lymphocytes) 
 CTL tragen neben dem α/β TZR CD8αβ-Heterodimere an ihrer Oberfläche. Im Gegensatz 
zu den Th-Zellen erkennen CTL intrazelluläre Peptide, die von MHC-Klasse-I-Molekülen 
auf der APC präsentiert werden. Die Aktivierung von CTL erfolgt bei hoher Expressions-
dichte der B7-Moleküle entweder direkt, oder indirekt durch Kostimulation von Th-Zellen. 
Nach Aktivierung können CTL ihre zytotoxischen Effekte gegenüber den Zielzellen, ähnlich 
wie NK-Zellen, über zwei Mechanismen ausüben. Ein Weg führt über den Perfo-
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rin/Granzym-Weg. Der zweite Weg beruht auf der konstitutiven Expression von Fas-
Ligand, wodurch in Fas-positiven Zielzellen die Apoptose induziert werden kann. Außer-
dem können CTL durch Sekretion von IFN-γ, TNF-α und TNF-β weitere Effektorzellen (z. 
B. Makrophagen) stimulieren und damit Immunreaktionen verstärken. Die Aktivierung der 
CTL kann durch die Differenzierung zu Memory-T-Zellen ebenfalls, wie bei den Th-Zellen, 
zur Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses führen. 
 
Regulatorische T-Zellen (Treg, regulatory T cells) 
Treg sind eine Subpopulation von CD4+ T-Zellen, die konstitutiv die IL-2-Rezeptor α-Kette 
(CD25), sowie den Transkriptionsfaktor Foxp3 (Forkhead box protein 3) exprimieren. Sie 
sind durch einen hypoproliferativen Phänotyp charakterisiert und physiologisch an der Auf-
rechterhaltung der immunologischen Selbst-Toleranz durch aktive Suppression autoreakti-
ver T-Zellpopulationen beteiligt. Sie sezernieren nur sehr geringe Mengen IFN-γ, aber  gro-
ße Mengen an TGF-β und IL-10 (34). Nach antigenspezifischer Aktivierung können Treg die 
Proliferation und Zytokinsekretion von aktivierten T-Zellen stimulationsunabhängig inhibie-
ren (35) und somit auch zytolytische Effekte von (Th1-) Tumor-infiltrierenden Lymphozyten 
(TIL) neutralisieren (36). Für die T-Zellsuppression ist ein direkter, aber zytokinunabhängi-
ger Zell-Zellkontakt notwendig (35, 37). Weiterhin ist bekannt, dass Treg die Zytokinsekreti-
on, Proliferation und zytotoxische Aktivität von NKT-Zellen blockieren können (37). 
 
γδ T-Zellen 
Die γδ T-Zellen unterscheiden sich von den α/β T-Zellen in ihrer Häufigkeit, Spezifität, im 
Expressionsmuster der CD4- und CD8- Korezeptoren und der Funktionsweise. Sie kom-
men primär in Schleimhäuten und Epithelien vor. Neben zytotoxischen Eigenschaften mit 
der Fähigkeit zur direkten Zelllyse durch Expression von Perforin und Serin-Esterasen (38, 
39) besitzen γδ T-Zellen auch immunmodulatorische Eigenschaften, die vor allem über Zy-
tokine vermittelt werden. 
 
B-Zellen 
B-Zellen zirkulieren als Vorläuferzellen durch Blut und lymphatische Gewebe. Die Aktivie-
rung der Zellen erfolgt durch Bindung spezifischer Antigene an die Ig-Rezeptoren, deren 
Aufnahme und intrazelluläre Prozessierung, sowie der Wechselwirkung mit antigenspezifi-
schen Th-Zellen. Dies führt zur Expression des B-Zell stimulierenden CD40-Liganden auf 
der T-Zelle und zur Sekretion von Zytokinen (IL-4, IL-5, IL-6). Anschließend differenzieren 
die klonal expandierten Zellen zu AK-sezernierenden Plasmazellen oder Gedächtnis-B-
Zellen, die bei erneutem Antigenkontakt durch APC reaktiviert werden können und schnell 
AK produzieren.  
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1.3. Tumorimmunologie 
1.3.1. Antitumorale Reaktionen des Immunsystems  
Bereits zu Beginn des letzten Jahrhunderts postulierte Paul Ehrlich die Hypothese einer kör-
pereigenen Tumorbekämpfung. Nach seiner Vorstellung war die maligne Transformation von 
Zellen ein häufiges Ereignis. Die vom Immunsystem als „fremd“ erkannten Zellen würden 
jedoch eliminiert, so dass es erst nach Überwindung der Immunabwehr zu einer Manifestati-
on der Neoplasie kommt (40). Nachdem diese Thematik -parallel zu den Erfolgen der Che-
mo- und Strahlentherapie- zunächst einige Jahre wenig bearbeitet wurde, beschrieben mit 
zunehmend besserem Verständnis für die Funktionen und Prozesse des Immunsystems 
1957 Burnet und Thomas die Theorie der „Immunosurveillance“, also der Überwachung von 
Tumoren durch das Immunsystem (41). Sie besagt, dass das humane Immunsystem malig-
ne Zellen erkennen und abtöten kann (41, 42). Dieses Konzept wurde allerdings zunächst 
sehr kritisch gesehen. Erst durch den zusätzlichen Erkenntnisgewinn über Tumor-Wirt-
Interaktionen auf molekularer Ebene traf die Möglichkeit der Immunüberwachung wieder in 
den Vordergrund.  
Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass sowohl Mechanismen der angeborenen als 
auch der erworbenen Immunität an der Tumorkontrolle beteiligt sind. Zu den wichtigsten Ef-
fektorzellen der angeborenen Immunabwehr zählen dabei neben den Makrophagen, vor al-
lem die NK-Zellen, die Tumorzellen auch ohne vorherige Sensibilisierung und Antikörperbil-
dung erkennen und abtöten können. Diese natürliche Zytotoxizität kann so zu einer schnel-
len und direkten Lyse von Zielzellen führen. Die Aktivierung der NK-Zell-Zytotoxizität unter-
liegt komplexen Interaktionen von NK- und Zielzellen, die u. a. durch aktivatorische (z. B. c-
type Lektin-Rezeptoren NKG-2D, killer cell Ig-like receptor (KIR)2DS, CD16, Leukozytenin-
tegrin LFA-1, CD40L) und inhibitorische Faktoren (z. B. KIR2DL, CD94) sowie durch Adhäsi-
onsmoleküle (Integrine, Selektine) reguliert werden. Sie kann demnach nicht ausschließlich 
durch die von Kärre und Ljunggren formulierte „missing self“ Hypothese erklärt werden. 
Denmach erkennen NK-Zellen Zielzellen an einem Verlust oder der Alteration von MHC-
Klasse-I Oberflächenmolekülen, also an dem „fehlenden Selbst“ statt am „Fremd“ (43, 44).  
 Demgegenüber sind die Mechanismen der adaptiven antitumoralen Immunität besser be-
schrieben. So ist heute bekannt, dass diese Immunantworten sowohl durch zelluläre als 
auch durch humorale Mechanismen vermittelt werden können (42). Die wichtigste Form der 
immunologisch-vermittelten Tumorabwehr stellt hierbei die spezifische zelluläre Zytotoxizität 
dar, bei der MHC-Klasse-I restringierte Antigene auf Tumorzellen durch CD8+ T-Zellen er-
kannt werden. Für die Proliferation und Aktivierung aller Effektorfunktionen benötigen peri-
phere T-Zellen zwei Signale. Während Signal 1 die Antigenspezifität der Aktivierung durch 
den TZR nach Erkennung des Peptid-MHC Komplexes bedingt, wird Signal 2 durch antigen-
unspezifische kostimulatorische Signale weitergeleitet. Deren Liganden werden 
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ausschließlich auf professionellen APC exprimiert (32). Zu den kostimulatorischen Molekülen 
auf Seiten der APC zählen neben CD40 vor allem die B7-Moleküle B7.1 (CD80) und B7.2 
(CD86). Während B7.2 konstitutiv exprimiert wird, erfolgt die Hochregulation von B7.1 erst im 
Verlauf einer Immunreaktion. Der Ligand von B7 auf den T-Zellen ist CD28, welches als Ho-
modimer konstitutiv auf der T-Zelloberfläche exprimiert wird. Eine Stimulierung von CD28 
durch die Liganden zusammen mit dem TZR resultiert in einer vollständigen Aktivierung der 
naiven T-Zellen. Das Fehlen dieser B7-CD28 Interaktion führt zur T-Zellanergie, ein Zustand 
in dem die Zelle auf eine Aktivierung nicht mehr reagiert. Nach Aktivierung kommt es zur 
Zellproliferation mit Induktion von Zytokinen (IL-2) und deren Rezeptoren (IL-2R), sowie von 
anti-apoptotischen Molekülen mit nachfolgender Differenzierung zu Effektorzellen (Abb. 2). 
Sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen benötigen im Stadium ausdifferenzierter aktivierter 
Effektorzellen bei erneutem Antigenkontakt keine weitere Kostimulation. Zu den wichtigsten 
Funktionen von Effektor T-Zellen gehört das Töten von Tumorzellen. CTL können in periphe-
re Gewebe wandern und Tumorzellen direkt lysieren oder eine Apoptose induzieren. CD4+-
Zellen differenzieren zu Th-Zellen. Als Th1-Zellen können sie u. a. nach Sekretion von IFN-γ 
Makrophagen aktivieren, die durch Produktion reaktiver Metabolite die Tumorabwehr unter-
stützen. Th2-Zellen aktivieren durch IL-4-Freisetzung die humorale Achse des Immunsys-
tems, indem B-Zell-Klone antigenspezifisch Antikörper gegen Tumorzellen produzieren. 
Durch Komplementaktivierung, Opsonisierung und ADCC können Tumorzellen ebenfalls 
abgetötet werden. Diese Mechanismen spielen im Rahmen der Tumorabstoßung aber eine 
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1.3.2. Tumorantigene  
Die Entstehung von Tumoren erfolgt durch progressives Wachstum einer einzigen transfor-
mierten Zelle, die aufgrund veränderter Antigenexpression der Kontrolle des Immunsystems 
entkommen ist. Die Pionierarbeiten von Thierry Boon und seinen Mitarbeitern haben gezeigt, 
dass experimentelle Tumoren durch T-Zellen, die punktmutierte tumorspezifische Antigene 
erkennen, abgestoßen werden (45). Basierend auf diesen Untersuchungen konnten in den 
letzten Jahren eine Vielzahl Tumor-assoziierter-Antigene (TAA) identifiziert werden. Sie wer-
den hinsichtlich der Expressionsmuster in normalen und neoplastischen Geweben wie folgt 
unterteilt (46-48): 
Tumor-spezifische Antigene (Cancer-Testis Antigene) 
Embryonale Gene, die in ihrer Expression auf Testisgewebe, gelegentlich die Plazenta, 
beschränkt sind und normalerweise im adulten Organismus nicht exprimiert werden. Da sie 
jedoch in einigen Tumorentitäten nachweisbar sind, fungieren sie als Antigene. Ein gut 
charakterisiertes Beispiel ist die MAGE (Melanocyte antigen) - Genfamilie in Melanomen, 
in denen MAGE1-Peptide von CD8+-spezifischen T-Zellen erkannt werden.  
 
Differenzierungsantigene 
Einige Peptide, die nicht mutiert sind und gegenüber denen T-Zellen normalerweise tole-
rant sind, können ebenfalls spezifisch erkannt werden. Sie werden in Tumoren und den 
Geweben, aus denen sie entstehen, exprimiert. Zu diesen so genannten Differenzierungs-
antigenen zählen beispielsweise die Melanozytenantigene MART-1/Melan-A (Melanoma 




Antigene dieser Gruppe entstehen durch Punktmutationen oder Translokationen in norma-
len Genen. Die resultierende Alteration des Gens steht oft mit der Tumorentstehung oder 
Tumorprogression in Verbindung. So wurde z. B. in 90 % aller Pankreastumoren eine akti-
vierende Mutation des Protoonkogens K-ras nachgewiesen (49). Diese kann nach Aktivie-
rung verschiedene Mechanismen des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung beein-
flussen. Zusätzlich weisen Tumoren häufig Mutationen im p53 Tumorsuppressorgen auf, 
dessen Inaktivierung zu einer Störung der Zellzyklusregulation und der Apoptoseinduktion 
führt. Weitere Antigene sind mutierte Cyclin-abhängige Kinase 4 (CDK, cyclin-dependent 
kinase), β-Catenin und Caspase 8. Die Mutation der CDK4 führt dazu, dass der Zellzyklus-
regulator p16 nicht mehr binden kann, woraufhin es ebenfalls zu unkontrolliertem Zell-
wachstum kommt. Als Konsequenz der β-Catenin Mutation wird das Protein stabilisiert, 
bindet an Transkriptionsfaktoren und fördert bei gleichzeitiger Inhibition der Apoptose die 
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Proliferation von Zellen. Eine Punktmutation der Caspase 8 alteriert die Apoptoseinduktion 
über Fas und TNF-Rezeptoren durch extrazelluläre Signale.  
 
Überexprimierte (Tumor-) Antigene 
Diese Antigene entstehen durch verstärkte Expression der auch im gesunden Gewebe 
vorhandenen Proteine sowie durch deren posttranslationale Modifikation. Sie weisen keine 
Tumorspezifität auf. Zu ihnen zählen z. B. hTERT (Human telomerase reverse transkripta-
se), die katalytische Untereinheit der in Tumoren überexprimierten Telomerase, sowie Sur-
vivin, Her-2/neu und PRAME (preferentially expressed antigen in melanoma), welches in 
den unterschiedlichsten Tumoren nachgewiesen wurde. Demgegenüber ist die Expression 
des Karzinoembryonalen Antigens (CEA, carcinoembryonic antigen), ein Glykoprotein aus 
der Immunglobulinsuperfamilie, eher auf epitheliale und gastrointestinale Tumoren, wie das 
Pankreaskarzinom, beschränkt. CEA ist das bekannteste und am besten charakterisierte 
Tumorantigen. Peptidsequenzen von CEA, die von CTL erkannt werden, wurden beschrie-
ben (50). Dies gilt in vergleichbarer Weise für das Muzin 1 (MUC1, mucin 1) das u. a. in 
Brust-, Ovar- und Pankreaskarzinomen verstärkt exprimiert wird und in veränderter Glyko-
sylierungsform vorliegt. Eine Sonderstellung nimmt auch das p53 ein, welches als On-
koprotein in Tumoren überexprimiert ist und dadurch humorale und zelluläre Immunab-
wehrmechanismen hervorrufen kann. So führte z. B. der adoptive Transfer p53-Peptid-
spezifischer CTL bei p53-überexprimierenden Tumoren zu einer signifikanten Tumorzer-
störung (51).  
 
Virale Antigene 
Viele Tumorerkrankungen sind mit viralen Infektionen assoziiert. So werden z. B. das HBV 
(Hepatitis B-Virus) und das HPV (Humanes Papillom-Virus) als ätiologische Faktoren für 
das hepatozelluläre Karzinom bzw. das Zervixkarzinom angesehen (52, 53). Deren Tumo-
ren tragen an ihrer Zelloberfläche virale Proteine, im Falle der HPV-induzierten Tumoren 
z. B. das E7-Onkoprotein, gegen das spezifische CTL nachgewiesen wurden (53). 
 
1.3.3. Immuntoleranz und Tumorescapemechanismen 
Trotz der veränderten Antigenexpression von Tumoren bleibt eine effektive antitumorale Im-
munantwort in den meisten Fällen aus. Viele Tumoren haben Mechanismen entwickelt, mit 
denen sie sich der Überwachung durch das Immunsystem entziehen. Das Hauptproblem 
stellt dabei eine tumorspezifische Toleranz dar, ein Status bei dem die Effektorzellen des 
Immunsystems nicht gegen fremde Antigene oder entartete Zellen des Organismus agieren 
bzw. aktiviert werden. Für die Toleranzinduktion stehen dem Tumor verschiedene Mecha-
nismen, wie T-Zell-Anergie, Dysfunktion von T-Lymphozyten, Apoptose von aktivierten T-
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Zellen, Immundeviation und immunsuppressive Zytokine zur Verfügung (47, 54). Darüber 
hinaus führen Tumor-Escapemechanismen indirekt ebenfalls zur Immuntoleranz.  
 Die Aktivierung von spezifischen Effektor T-Zellen erfolgt über zwei Signale: Bindung eines 
Peptid-MHC Komplexes an den TZR und Bindung von kostimulatorischen Molekülen an ihre 
Liganden auf der T-Zelloberfläche (siehe 1.3.1.). Eine initiale Aktivierung der T-Zellen ohne 
Anwesenheit kostimulatorischer Signale induziert T-Zellanergie, d. h. die Zelle erkennt spezi-
fisch ein Antigen, führt jedoch keine Funktion aus. Bei Pankreastumoren konnte gezeigt wer-
den, dass APC in der Tumorumgebung Antigene präsentieren, jedoch nur ungenügend 
kostimulatorische Moleküle (insbesondere B7.1) exprimieren und damit zur Anergie der T-
Zellen führen (55). Darüber hinaus wird vermutet, dass Tumoren „Milieufaktoren“ produzie-
ren, die lokal und auch in der Umgebung die Struktur von Oberflächenproteinen und damit 
die Funktion von T-Zellen modulieren. Diese Dysfunktion der T-Zellen betrifft sowohl den 
TZR, als auch intrazelluläre Signaltransduktionsmoleküle. Bei Pankreaskarzinompatienten 
wurde beispielsweise eine infolge der verminderten Expression der TZR ζ-Kette reduzierte 
Sekretion von IFN-γ und IL-4 nachgewiesen (56, 57), die zusätzlich zur Toleranz beiträgt. Die 
Dysfunktion der Immunzellen ist allerdings reversibel. Nach chirurgischer Resektion von ma-
lignen Tumoren wurden wieder normale Expressionen der TZR ζ-Kette bestimmt (58). Eben-
so führt die Aktivierung von TIL mit IL-2 zu Heraufregulation des Moleküls (58). 
 Zwei weitere Mechanismen, die von Tumoren benutzt werden, um der Abstoßung durch 
das Immunsystem zu entkommen, hängen mit Apoptose zusammen. T-Zellen regulieren 
apoptotische Prozesse über die Interaktion von Fas (CD95) und dessen Liganden (CD95L). 
Viele Tumorzellen zeichnen sich durch eine verringerte Expression pro-apoptotischer Mole-
küle, vor allem des Fas-Rezeptors CD95 auf der Zelloberfläche aus, und verhindern damit 
eine T-Zell-induzierte Apoptose. Auf der anderen Seite führt die permanente Aktivierung der 
T-Zellen durch ein Antigen zur Heraufregulation von CD95 und CD95L. Dadurch kommt es in 
den Zellen zum AICD und tumorspezifische T-Zellen werden eliminiert. 
 Bei der Immundeviation wird die Immunantwort von einer Th1-Antwort zu einer humoralen 
Th2-Antwort gelenkt. Eine erfolgreiche Tumorregredienz, die vor allem durch die zelluläre 
Immunantwort mit den CTL vermittelt wird, kann damit unterbunden werden.  
 Über die Sekretion immunsuppressiv wirksamer Zytokine wird ebenfalls lokal Toleranz in-
duziert und damit ein Proliferationsvorteil für den Tumor erzielt. IL-10 und TGF-β gehören zu 
den wichtigsten immunsuppressiven Zytokinen. Durch IL-10 wird eine proinflammatorische 
antitumorale Th1-Immunantwort unterdrückt. Darüber hinaus verhindert IL-10 die Aktivierung 
von Makrophagen und die Expression kostimulatorischer Moleküle auf APC (59). Der im-
munsuppressive Effekt von TGF-β ist allerdings noch ausgeprägter. TGF-β inhibiert die Proli-
feration von T-Zellen durch Unterdrückung der IL-2 Synthese. Außerdem wird die Synthese 
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von IL-3 und GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor) gehemmt und 
damit das Wachstum hämatopoetischer Vorläuferzellen unterdrückt.  
 Ferner wird infolge der Sekretion von IL-10 und TGF-β auch die Infiltration CD4+ CD25+ 
Foxp3+ Treg gefördert (60). Die Prävalenz von Treg konnte in Tumoren, Blut und drainierenden 
Lymphknoten von Patienten, darunter auch Pankreaskarzinompatienten, gezeigt werden (35, 
61). Tumorzellen sind demnach in der Lage, Treg aus dem Blut zu rekrutieren, wodurch im-
munologische Effektorzellen gehemmt und Immuntoleranzmechanismen verstärkt werden (7, 
35). Für die Vermittlung der immunsuppressiven Funktion ist dabei vor allem der von Hori et 
al. 2003 erstmalig beschriebene Transkriptionsfaktor Foxp3 entscheidend, dessen Wirkung 
auf einer Inhibition T-Zell-stimulierender Zielgene beruht (62, 63). Die Expression von Foxp3 
ist allerdings nicht, wie früher vermutet, ausschließlich auf CD4+ CD25+ T-Zellen beschränkt. 
Erst kürzlich konnte die Arbeitsgruppe um Kunz nachweisen, dass der Transkriptionsfaktor 
auch in Pankreastumorgeweben und Zelllinien exprimiert wird, die dadurch zusätzlich im-
munsuppressiv wirken können (64). 
 Für verschiedene Tumorentitäten ist außerdem die Herunterregulation von MHC-Klasse-I 
Molekülen sowie eine fehlerhafte Prozessierung von Tumorantigenen durch die Defizienz der 
Transportproteine TAP (transporter associated with antigen presentation) beschrieben, die 
weitere Mechanismen der Immunevasion darstellen (7, 55, 65, 66). Die herabregulierte Ex-
pression der Transportproteine TAP-1 und TAP-2, die für den Transport von Peptiden in das 
endoplasmatische Retikulum verantwortlich sind, führt durch Verlust der MHC-Klasse-I Ex-
pression zur Zunahme der Tumorgenese und damit auch zur durch den Tumor vermittelten 
Toleranz. Die daraus resultierende verminderte Immunogenität der Tumorzellen ist insbe-
sondere für das Pankreaskarzinom charakteristisch (s. auch Tab. 1). 
 
Tab. 1: Mechanismen der Immunevasion beim Pankreaskarzinom (nach Laheru & Jaffee, (1)).    
  Mechanismus Strategie 
lokal systemisch 
Fehlen kostimulatorischer       Herunterregulation von B7.1          Herunterregulation von B7- 
Moleküle/Anergie-Induktion                                                            ICAM, CD40, LFA-3             
Sekretion immunsuppres-       IL-10, TGF-β, VEGF                       IL-1, IL-6, IL-10, TGF-β 
siv wirksamer Moleküle           Cyclooxygenase-2 
Toleranzinduktion                    Rekrutierung von Treg zu                Deletion aktivierter, peri- 
                                                dem Tumor                                     pherer T-Zellen durch Treg  
Apoptoseregulation                 Apoptoseinduktion in TIL               Apoptoseinduktion in T-        
                                                über FasL, Herunterregulation       Zellen über FasL 
                                                von Fas auf Tumorzellen 
Defekte Antigenpräsenta-       Herunterregulation von MHC I       nicht bekannt 
tion                                          Molekülen, β2 Mikroglobulin,  
                                                TAP auf Tumorzellen   
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1.4. Immuntherapeutische Strategien zur Behandlung von Tumoren 
Mit dem Nachweis von Immunreaktionen gegen Tumoren konnte die Basis für die Entwick-
lung immuntherapeutischer Strategien geschaffen werden, die in den letzten Jahrzehnten zu 
einem festen Bestandteil im Gesamtkonzept der Behandlung maligner Erkrankungen gewor-
den sind. Sie verfolgen das Ziel, Tumorzellen gezielt durch die Induktion einer spezifischen 
Immunantwort zu eliminieren und eine protektive Immunität gegenüber residuellen Tumorzel-
len sowie Metastasen zu vermitteln. Die Immuntherapie maligner Erkrankungen kann in akti-
ve und passive Therapieverfahren unterteilt werden. Die aktive Immuntherapie beinhaltet die 
spezifische und unspezifische Generierung von zytotoxischen, zellulären oder humoralen 
Immunreaktionen. Bei der passiven Immuntherapie erfolgt der Transfer spezifischer, zytoto-
xischer Immunzellen oder tumorspezifischer Antikörper. Zelluläre Immunreaktionen führen 
durch direkte Zell-Zell-Interaktion oder über Antikörpervermittlung zu einer Zytolyse der Tu-
morzellen.  
 
1.4.1. Passive humorale Immuntherapie: Applikation von monoklonalen, rekombi-
 nanten Antikörpern oder Immunkonjugaten 
Eine immuntherapeutische Strategie basiert auf der Applikation von monoklonalen Antikör-
pern, deren antitumorale Wirksamkeit lange bekannt ist (67, 68). Die Basis für den therapeu-
tischen Einsatz monoklonaler Antikörper wurde im Jahr 1975 durch die Entwicklung der Hyb-
ridomatechnik geschaffen (69). Antikörper-gebundene Tumorzellen können über NK-Zellen, 
mittels ADCC oder Komplement-vermittelter Zytotoxizität (CDC, complement dependent cy-
totoxicity) lysiert werden (70, 71). Für die Induktion einer effektiven T-Zellantwort mit Gene-
rierung eines immunologischen Gedächtnisses, werden die Antikörper häufig als Transport-
vehikel für andere zytotoxische Substanzen, wie Radionuklide (131Jod, 90Yttrium), Chemothe-
rapeutika und Toxine (Pseudomonas-Exotoxin A, Calicheamicin, Maytansinoid) eingesetzt 
(72, 73). Einer der ersten zugelassenen Antikörper war Rituximab, der heute alleine oder als 
Radioimmunkonjugat begleitend zur Chemotherapie gegen CD20-positive niedrigmaligne 
Non-Hodgkin-Lymphome eingesetzt wird (74). Beim Pankreaskarzinom erfolgte bislang in 
Studien die Kombination von Gemcitabin mit monoklonalen Antikörpern, wie Cetuximab, das 
gegen den EGF-Rezeptor gerichtet ist. Ebenfalls untersucht wurden Trastuzumab, das an 
den HER-2/neu-Rezeptor bindet, und Bevacizumab, das durch Bindung an VEGF die Akti-
vierung des VEGF-Rezeptors hemmt (75, 76). Einige der Kombinationstherapien zeigten 
zwar höhere Remissions- oder Krankheitsstabilisierungsraten und längere progressionsfreie 
Intervalle, im Vergleich zur Gemcitabin-Monotherapie konnte allerdings nur ein geringer   
Überlebensvorteil erzielt werden (18, 75).  
 Eine andere Möglichkeit besteht in der Fusion tumorspezifischer Antikörper mit einem Zy-
tokin (z. B. IL-2, IL-12, GM-CSF), wodurch eine Erhöhung der Zytokinkonzentration im Tu-
mormikromilieu erreicht wird (68). Auch bispezifische Antikörper werden zur Immuntherapie 
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eingesetzt. Sie werden entweder über chemische Konjugation beider parentaler Antikörper 
oder Antikörperfragmente (Cross-Linking) (77), über die Hybrid-Hybridom- (Quadrom-) 
Technologie (78) oder mithilfe rekombinanter Methoden (79) gewonnen. Diese rekombinan-
ten Antikörper können sowohl Tumorantigene (z. B. EGFR, Her2, MUC1, CEA) als auch An-
tigene auf der Oberfläche von Effektorzellen, z. B. CD3 auf T-Zellen oder CD16 auf NK-
Zellen, simultan binden (80). Bislang liegen jedoch nur sehr wenige experimentelle Daten 
beim Pankreaskarzinom vor (81, 82).  
 
1.4.2. Passive zelluläre Immuntherapie: adoptiver Transfer aktivierter Immunzellen  
Die adoptive Immuntherapie umfasst den Transfer von einer Immunität oder Tumorresistenz 
von einem Individuum auf ein anderes. Dieser kann z. B. durch die Gabe von tumorspezifi-
schen T-Zellen oder heterogenen Immungemischen aus Zellen, alleine oder in Kombination 
mit Interleukinen, erfolgen. Der dabei ausgelöste therapeutische Effekt ist auf die zytotoxi-
sche Aktivität und die Freisetzung von Zytokinen, die andere Effektorzellen wie Monozyten 
und Granulozyten rekrutieren und aktivieren, zurückzuführen. 
 Die Anfänge der adoptiven Immuntherapie gehen auf die Arbeitsgruppe um Rosenberg 
zurück, die 1980 erstmals Zellen beschrieben, die Tumorzellen direkt, ohne MHC-Restriktion 
erkennen und lysieren können (83, 84). Diese Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK) kön-
nen aus peripheren Blutleukozyten tumortragender Patienten gewonnen werden. Sie leiten 
sich primär von NK-Zellen ab, die durch Zugabe von hohen Mengen IL-2 in vitro aktiviert 
werden und in der Lage sind, entartete Zellen zu erkennen. LAK können Tumorzellen durch 
die Freisetzung von Granzymen und perforinhaltiger Granula lysieren und Apoptose in den 
Zielzellen induzieren (85). Problematisch ist jedoch deren geringe antitumorale Wirkung in 
vivo (86) und die Schwierigkeit der Gewinnung großer Zellzahlen. Dahingegen verfügen TIL 
über eine stärkere zytotoxische Wirkung. Diese autologen Lymphozyten werden aus Tumor-
gewebe isoliert, in vitro unter Stimulation mit IL-2 aktiviert und expandiert und anschließend 
dem Patienten reinfundiert. Die generierten Lymphozyten haben im Gegensatz zu den LAK 
vornehmlich einen CD3+ CD8+ Phänotyp (87). Entsprechend ist auch deren lytische Aktivität 
50-100 mal höher als die von LAK Zellen. TIL vermitteln ihre Zytotoxizität über den TZR 
MHC-restringiert. Der therapeutische Einsatz ist aber auch durch die Schwierigkeit der Ge-
winnung ausreichend großer Zellzahlen limitiert.  
 Schließlich besteht die Möglichkeit autologe Vorläuferzellen von DC zu isolieren, in vitro zu 
stimulieren, mit entsprechenden Tumorantigenen zu beladen und im maturen Zustand zu 
reinfundieren. Experimentelle Studien zum Pankreaskarzinom haben gezeigt, dass DC eine 
T-Zell-vermittelte Tumorabstoßung induzieren können (71, 88). Bei dieser peptidspezifischen 
Immuntherapie müssen die individuell generierten DC jedoch zunächst mit dem entspre-
chenden Antigen ausgestattet werden und tumorspezifische Peptide müssen bekannt bzw. 
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vorhanden sein. Da für das Pankreaskarzinom jedoch nur wenige spezifische Tumorantigene 
beschrieben sind, ist der therapeutische Erfolg dieses Ansatzes limitiert (55). Dementspre-
chend erzielte eine klinische Studie MUC1 Peptid-beladener DC nur bescheidene Resultate 
bei Pankreaskarzinompatienten (89). Einen Erfolg versprechenderen Ansatz stellt die Bela-
dung von DC mit Tumorzelllysaten dar, da die Vakzinpräparationen alle relevanten Tumor-
proteine und -peptide enthalten, ohne dass eine molekulare Charakterisierung der Strukturen 
notwendig ist. Außerdem reduzieren unfraktionierte Tumorantigene das Risiko, dass der 
Tumor sich durch Mutation dem einzigen zum Pulsen verwendeten Epitop entzieht. So wei-
sen verschiedene Arbeiten darauf hin, dass mit Tumorzelllysat gepulste DC eine polyklonale 
T-Zellexpansion induzieren, welche zur Aktivierung von CTL und damit verbunden zu einer 
effektiven Immunantwort gegen Pankreastumoren führt (88, 90).  
 
1.4.3. Aktive spezifische Immuntherapie: Vakzinierungsstrategien mit Tumorzellen 
 oder Tumor-assoziierten Antigenen 
Durch die Identifikation von TAA konnten Therapieansätze entwickelt werden, die auf eine 
endogene, tumorspezifische Reaktion abzielen. Das Prinzip dieser Therapie beruht auf der 
Erhöhung der Antigenität und Immunogenität und geht auf Untersuchungen von Lindenmann 
und Klein zurück. Sie veröffentlichten 1967 eine Studie, in der sie Tumorzellen mit Influenza-
viren infizierten und anschließend die Tumorzelllysate als Vakzine bei tumortragenden Mäu-
sen einsetzten (91). Eine wesentliche Voraussetzung für den Erfolg dieses immuntherapeuti-
schen Ansatzes stellt die Induktion effektiver T-Zellimmunantworten dar, welche tumorspezi-
fische Peptide im Komplex mit MHC-Molekülen auf den Tumorzellen erkennen. Zur Immun-
stimulierung kommen Vakzine aus bestrahlten autologen Tumorzellen, Zellextrakten (Lysa-
te), sowie gereinigten oder rekombinanten Antigenen zum Einsatz (71). So konnte beispiels-
weise in verschiedenen Modellen nachgewiesen werden, dass die Vakzinierung mit gen-
technisch modifizierten Tumorzellen, die Zytokine (GM-CSF, IL-2) durch Infektion mit Viren 
sezernieren oder membrangebunden darbieten, zu einer Steigerung der Immunogenität der 
Tumorzellen führt (92, 93). Vergleichbare Ergebnisse wurden durch die Expression zusätzli-
cher kostimulatorischer Moleküle auf der Oberfläche von Tumorzellen (B7-1, LFA-3) erhalten 
(93, 94). Ein anderer Ansatz besteht in der Polypeptidvakzinierung (z. B. mutiertes K-ras, 
Her2/neu), die aus Tumorzellen isoliert wurden. Diese können effektiv Peptid-spezifische 
CTL induzieren (95, 96).  
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1.4.4. Aktive unspezifische Immuntherapie: Applikation immunstimulierender Mole-
 küle oder Zytokine 
Immunologische Ansätze in der Tumortherapie werden seit Ende des 19. Jahrhunderts ein-
gesetzt (97). Damals konnte der New Yorker Chirurg William B. Coley zeigen, dass sich be-
stimmte Tumoren infolge lokaler bakterieller Infektionen zurückbildeten (98, 99). Er begann 
daraufhin, primär inoperable Sarkompatienten gezielt mit Bakterien bzw. bakteriellen Lysaten 
von Serratia marcescens und Streptococcus pyogenes zu behandeln und konnte zeigen, 
dass sich die Immunabwehr gegen Tumoren dadurch steigern ließ und es teilweise auch zur 
Regression kam (99, 100). Basierend auf diesen Beobachtungen wurden verschiedene Stra-
tegien der bakteriellen Immuntherapie generiert, auf die unter 1.4.4.1. näher eingegangenen 
wird. 
 Bei derzeitigen Studien finden auch Zytokine als Aktivatoren der eigenen Anti-Tumor-
Immunreaktion Anwendung. Vor über zwei Dekaden konnte die Arbeitsgruppe um Rosen-
berg bereits zeigen, dass die systemische Applikation hoher Dosen IL-2 zur Regression mu-
riner Tumoren führt (101). Ausgehend von diesen initialen experimentellen Untersuchungen 
wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl präklinischer und klinischer Studien durchgeführt 
(102-104). Besonders relevant sind in diesem Zusammenhang die Zytokine IL-2, IL-12 und 
GM-CSF (105). Die biologische Wirkung von IL-2 beruht auf der klonalen Expansion von T-
Zellen. IL-2 stimuliert die Produktion weiterer Zytokine (z. B. IFN), steigert die Proliferation 
von B-Zellen und induziert die Zytotoxizität aktivierter Makrophagen. IL-12 bindet an seine 
Rezeptoren auf aktivierten NK- und T-Zellen und stimuliert diese Zellen zur IFN-γ Sekretion. 
Außerdem fördert IL-12 die selektive Reifung von aktivierten CD4+ Zellen zu Th1 Zellen und 
von aktivierten CD8+ Zellen zu CTL (106). IL-12 ist damit ein entscheidender Initiator der 
zellvermittelten Immunität. Vergleichbares Potential besitzt auch das GM-CSF, welches vor 
allem von B- und T-Lymphozyten sowie von Makrophagen nach deren Aktivierung sezerniert 
wird (107). Die antitumoralen Effekte dieses Zytokins beruhen insbesondere auf einer ge-
steigerten Zytotoxizität von Lymphozyten gegenüber Tumorzellen sowie der Verstärkung der 
Immunogenität von Tumorzellen infolge der Aktivierung von DC, Makrophagen, Granulozy-
ten und NKT-Zellen. Bislang wurden diese Zytokine als Adjuvans bei verschiedenen Vakzi-
nierungsstrategien eingesetzt. In einigen Studien konnte eine Verstärkung der Antigenprä-
sentation und Stimulation der adaptiven Immunität über die Expansion spezifischer T-Zellen 
nachgewiesen werden (73).  
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1.4.4.1. Die bakterielle Immuntherapie: ein aktiv, unspezifischer Therapieansatz  
Um die Gegenwart einer mikrobiellen Infektion nachzuahmen und so durch eine Stimulation 
des Immunsystems eine effektive, gegen den jeweiligen Tumor gerichtete Immunantwort zu 
erzielen, wurden unterschiedliche, auf dem Einsatz von Bakterien basierende Therapiean-
sätze entwickelt. Dabei kommen den mikrobiellen Komponenten zwei entscheidende Funkti-
onen zu: durch die Freisetzung lytischer Enzyme (Proteasen, Lipasen) von den Bakterien, 
sowie durch bakterielle Toxine (Exo-/Endotoxin) können Tumorzellen direkt getötet werden. 
Diese lokale Entzündung führt, unter gleichzeitiger Freisetzung proinflammatorischer Enzy-
me (z. B. G-CSF, granulocyte-colony stimulating factor), zur Rekrutierung von Zellen des 
nicht-adaptiven Immunsystems (Monozyten, Neutrophile) aus dem peripheren Blut in das 
Tumorgewebe. Nach der Infiltration können Immunzellen durch die Produktion von Protea-
sen und degradativen Enzymen ebenfalls direkt zur Eliminierung von Tumorzellen beitragen. 
In diesem Zusammenhang werden Tumorantigene freigesetzt, die von spezifischen Effektor-
zellen (vor allem CTL) erkannt werden können. Die Bakterien tragen damit über die Vermitt-















Abb. 3: Mechanismus der durch Bakterien-vermittelten Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen. 
 
 In den letzten Jahren wurde in experimentellen Ansätzen die immuntherapeutische Wirk-
samkeit verschiedener Bakterien untersucht. Zu den bekanntesten zählt hierbei die bakterio-
lytische Therapie mit Sporen von attenuierten Bakterien der Gattung Clostridium novyi. So 
konnte von der Arbeitsgruppe um Vogelstein in mehreren in vivo Modellen bei verschiedenen 
Tumorentitäten gezeigt werden, dass die systemische Applikation der Sporen zur immun-
vermittelten Tumorregression und damit verbundenen protektiven Immunität führt (108-110). 
Ferner wurde auch das therapeutische Potential von attenuierten Salmonellen sowie von 
APC 
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Bifidobakterien belegt (111). Die anaeroben Bakterien zeigen einen natürlichen Tropismus 
gegenüber soliden Tumoren und können antitumorale Immunantworten vermitteln (112-115). 
Entscheidend an der Vermittlung der Immunreaktion ist dabei auch die bakterielle DNA, die 
eine stark immunstimulatorische Wirkung besitzt (116, 117).  
 Bakterielle Lysate, wie Coley sie verwendet hatte, werden heute bei der Behandlung des 
oberflächlichen Harnblasen-Karzinoms eingesetzt. Hierbei wird ein schwach virulenter 
Stamm von Mycobacterium bovis (BCG, Bacille Calmette-Guérin) lokal in den Tumor appli-
ziert (118). Der Wirkmechanismus von BCG beruht auf der Induktion von Th1-Zytokinen, ins-
besondere TNF-α und IFN-γ, wodurch humorale, durch Th2-Zellen vermittelte Antworten 
supprimiert werden (119). Dieses Verfahren hat sich seit der Einführung 1976 durch Morales 
als Standardtherapie früher Tumorstadien des Harnblasenkarzinoms etabliert (120).  
 Demgegenüber ist der alleinige Einsatz von S. pyogenes bei Tumorerkrankungen bislang 
noch nicht beschrieben. S. pyogenes gehört zur Gruppe A Streptokokken (GAS) und ist ein 
fakultativ anaerobes, nicht sporenbildendes, β-hämolysierendes Bakterium, von dem ver-
schiedene Virulenzfaktoren beschrieben sind. Zu diesen zählen die Streptokinase, welche 
Fibrin auflöst, sowie die Toxine Streptolysin (SLS) O und S, welche neben Erythrozyten auch 
Leukozyten und Makrophagen durch Bildung von Poren in der Zellmembran effektiv lysieren 
können (121). Bakterien dieser Spezies können ein breites Spektrum von Infektionen verur-
sachen (122, 123). Typischerweise besiedeln GAS die Schleimhaut (Rachen) und Haut (Ge-
sicht, Unterschenkel) und verursachen dort lokal begrenzte eitrige Infektionen die meistens 
spontan ausheilen, jedoch mit einer Antibiotikatherapie verkürzt werden können. GAS adhä-
rieren über die Fibronektion-bindenden Proteine F1 und SfbI an Zielzellen und können in 
Zielzellen internalisieren (124, 125). Je nach infizierendem GAS-Serotypstamm kann der 
Zellkontakt zytotoxisch verlaufen und starke Immunantworten auslösen, wobei in den Wirts-
zellen ein Zelltod ausgelöst wird, oder aber die Bakterien verhalten sich eher unauffällig und 
persistieren für längere Zeiträume in den Wirtszellen und -geweben unter schwächeren Aus-
prägungen der Immunantwort. 
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II ZIELSTELLUNG 
Das Pankreaskarzinom zählt trotz verbesserter Therapiekonzepte noch immer zu den Er-
krankungen mit infauster Prognose. Vor diesem Hintergrund sind in den letzten Jahren im-
munologische Therapiekonzepte immer mehr in den Fokus gerückt. Sie verfolgen das Ziel, 
eine endogene tumorantigenspezifische Immunantwort zu induzieren, um eine protektive 
Immunität gegenüber residuellen Tumorzellen sowie Metastasen zu vermitteln. Im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit sollte dabei der Ansatz einer aktiven Immuntherapie mit Bakterien 
der Gattung S. pyogenes im syngenen, subkutanen Pankreaskarzinommodell der Maus ent-
wickelt werden. Dazu wurden drei verschiedene Schemata im Hinblick auf deren therapeuti-
sche Wirksamkeit und somit potentielle klinische Anwendbarkeit analysiert. Folgende Frage-
stellungen sollten im Einzelnen beantwortet werden: 
 
1. Charakterisierung der zytotoxischen Wirkung von S. pyogenes in vitro:  
Gibt es im Vergleich zwischen humanen und murinen Pankreaskarzinomzellen Unter-
schiede im bakteriellen Adhärenz- und Internalisierungsverhalten? Induzieren die Bakte-
rien serotypabhängig eine Lyse in den Zielzellen? Führt die Zelltodinduktion in den Tu-
morzellen zu Nekrose oder zu Apoptose? 
 
2. Analyse des antitumoralen Potentials von S. pyogenes in vivo:  
Bestehen Unterschiede im Hinblick auf Verträglichkeit, Toxizität und Antitumoraktivität 
zwischen einem Wildtypbakterium, einer Deletionsmutante, sowie einem bakteriellen Ly-
sat? Gibt es Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Behandlung der Panc02-Tumoren?  
 
3. Phänotypische Charakterisierung immunologischer Effektorzellen ex vivo:  
Kommt es infolge der lokalen Behandlung zu einer systemischen Immunstimulierung und 
können durch die einzelnen Behandlungsschemata immunologische Unterschiede im pe-
ripheren Blut, sowie der Milz detektiert werden? Welche Zellen des nicht-adaptiven bzw. 
adaptiven Immunsystems werden aktiviert bzw. induziert? Kommt es im Verlauf der The-
rapie zur Induktion von Th1-und/oder Th2-Zytokinen? Führt die lokale Immuntherapie zur 
T-Zellinfiltration in die Panc02-Tumoren? Können Unterschiede im zeitlichen Verlauf, so-
wohl lokal als auch systemisch beobachtet werden? 
 
4.  Funktionelle Untersuchungen zur Spezifität der antitumoralen Immunantwort: 
Können spezifisch immunologische Effektor T-Zellen durch die Behandlung generiert 
werden und besitzen diese Zellen zytotoxisches Potential gegenüber Tumorzellen? Be-
steht eine zeitabhängige Spezifität der T-Zellen gegenüber Tumorzellen? Induzieren die 
Therapieschemata eine Kreuzreaktivität gegenüber verschiedenen Tumorentitäten? 
Vermittelt die Therapie eine dauerhafte protektive Immunität gegenüber Panc02 Zellen in 
vivo? 
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III MATERIAL UND METHODEN 
3.1. Materialien und Geräte 
3.1.1. Verbrauchsmaterialen 
Blutagarplatten Difco 
Chirurgisches Nahtmaterial Vicryl 5.0 Ethicon 
Cover Slips Nunc 
Cryomold  Sakura   
Deckgläser Menzel Gläser 
EDTA-Röhrchen  Sarstedt 
Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner 
FACS-Röhrchen  BD Falcon 
Insulinspritzen U-100 BD Falcon  
Ketamin 10 % Injektionslösung Belapharm 
Kompressen  Hartmann 
Mikrokapillaren  Sarstedt  
Mikrotiterplatten (6-, 12-, 24-, 96-Wellplatten) BD Falcon 
Mikrovetten Sarstedt 
Objektträger Marienfeld  
Petrischalen Greiner 
PVDF-Membran 96-Wellplatte Millipore 
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt 
Rompun 2 % Injektionslösung Bayer Vital GmbH 
Schieblehre Aesculap 
Spitzen (10 μl, 200 μl, 1000 μl) Greiner   
Sterilfilter (0,2 μm) BD Falcon 
Wachsstift Dako 
Zellkulturflaschen (25 mm², 75 mm²) Greiner 
Zellsiebe (70 μm, 100 μm) BD Falcon 
Zentrifugenröhrchen (14 ml, 15 ml, 50 ml) Greiner 
 
3.1.2. Chemikalien 
Agar  Oxoid 
Ammoniumchlorid Roth 
Aquatex  Merck 
BCIP/NBT KPL 
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma 
5-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) Immunochemistry Technologies 
Cell Wash Becton Dickinson 
Diethylether J.T. Baker 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom AG 
Eindeckmedium Aquatex Merck 
Ethanol (96 %, 70 %) Zentralapotheke des Klinikums 
FACS Flow Becton Dickinson 
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Ficoll (1,077 g/ml) Amersham 
Formafix 4 % Grimm med. Logistik GmbH 
Fötales Kälberserum (FKS) PAA 
Hefeextrakt Oxoid 
Mayer`s Hämalaun Merck 
Methanol  LabScan   
PBS  Zentralapotheke des Klinikums 
Penicillin  Gibco/Invitrogen 
Proculin Augentropfen Ankerpharm 
Propidiumjodid Sigma 
RNase  Sigma 
Streptomycin Gibco/Invitrogen 
Todd Hewitt Broth (THB) Oxoid 
Tissue Tek Sakura 




Tween 20  Sigma 
 
3.1.3. verwendete Kits  
ABC Staining System Santa Cruz 
Multiplex Cytokine Assay Biorad 
Cytotox96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Promega  
ELISpot-IFN-γ Assay Mabtech 
Live/Dead Viability Cytotoxicity Kit  Molecular Probes 
Mouse Regulatory T cell Staining Kit eBiosciences 
Total Cytotoxicity und Apoptosis Detection Kit Immunochemistry Technologies 
 
3.1.4. verwendete Antikörper 
3.1.4.1. Isotypkontrollantikörper für die Durchflusszytometrie 
Tab. 2: Isotypkontrollantikörper für die Durchflusszytometrie. 
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3.1.4.2. spezifische Antikörper für die Durchflusszytometrie 
Tab. 3: Antikörper für die Durchflusszytometrie. 


































































































3.1.4.3. Antikörper für die Immunhistochemie 
Tab. 4: Primäre Antikörper für die Immunhistochemie. 

















3.1.5. Puffer und Lösungen 
Erythrozytenlysepuffer       0,16 M NH4Cl, 0,17 M Tris 
Phosphat-gepufferte isotone NaCl-Lösung (PBS)  15 mM NaCl, 80 mM   
        Na2HPO4 * 2 H2O, 2 mM  
        NaH2PO4 * H2O, pH 7,4 
THY-Medium       36,4 g/l THB, 5 g/l Hefeextrakt 
  
3.1.6. Geräte 
Bio-Plex 200 System Biorad 
CO2-Brutschrank Nunc Cellstar 
ELISA-Reader anthos htIII Anthos 
FACS Calibur Becton Dickinson 
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Kryostat  Leica CM3000 
Laminarbox Nunc 
Magnetrührer Uni Equip 
Mikroskope  Will Wilovert S  
  Zeiss Axiophot 
  Zeiss Axiolab Fluoreszenzmikroskop 
Neubauer-Zählkammer Brand 
pH-Meter  Mettler Toledo 
Photometer Biorad Smart Spec 3000 
Pipetten  Eppendorf 
Schüttler  Stovall Life Science Inc. 
Thermomixer Eppendorf 
Vortex  Eppendorf  
Waagen  Sartorius analytic 
  Soehnle 
Wasserbad Unitherm W6 
Zentrifugen Beckman Avanti 30 
  Hereaus Megafuge 1.0R 
 
3.1.7. Nährmedien und Kultivierungsbedingungen 
Die verwendeten Bakterienstämme wurden in THY-Medium kultiviert. Die fertigen Medien 
wurden bei 121 °C für 20 min autoklaviert. Für die Herstellung von Agarplatten wurden dem 
Medium vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar zugesetzt. Für die Selektion rekombinanter Strep-
tokokken wurde das autoklavierte Medium nach Abkühlung auf ca. 60 °C mit sterilfiltrierter 
Antibiotikalösung supplementiert, welche aus Chloramphenicol und Erythromycin, jeweils in 
einer Konzentration von 2 μg/ml, bestand. Die Blutagarplatten mit 5 % Schafsblut wurden 
von einem konventionellen Hersteller bezogen. Die Kultivierung der Bakterien auf Agarplat-
ten erfolgte nach dem Ausfrieren zunächst für 24 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2). An-
schließend wurden die Agarplatten ca. zwei bis drei Wochen bei 4 °C gelagert und bei Be-
darf einzelne Kolonien mit Hilfe einer Impföse entnommen. In Flüssigmedium erfolgte die 
Kultur der Bakterien über Nacht ebenfalls im Brutschrank.  
 
3.1.8. Bakterienstämme und bakterielles Lysat 
Für die Untersuchungen wurden die Serotypen M3wt, M6wt, M18wt und M49wt eingesetzt. 
Zusätzlich wurde die Deletionsmutante M49 sagA (SLS-mu) in die Analysen einbezogen. 
Dieses Bakterium kann infolge einer Transposonmutagenese kein funktionelles SLS produ-
zieren und besitzt daher eine deutlich geringere Virulenz als der Wildtyp M49. Die Herstel-
lung des Lysates von S. pyogenes M49 erfolgte aus einer über Nacht Kultur. Nach Einstel-
lung der optischen Dichte (1,0) erfolgte der Zellwandaufschluss durch Inkubation mit Bakteri-
ophagenlysin C1 (30 min, 37 °C; PlyC1 =10000 U/ml) (126). Die bakterielle Lyse wird durch 
Destruktion des Polyrhamnose Rückgrates der Bakterien induziert. 
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3.1.9. Zelllinien und Kulturmedien 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Laminar Flow Hood mit ausschließlich sterilen Ma-
terialien vorgenommen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Gewebekulturflaschen im 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2. Als Kultivierungsmedium wurde DMEM verwendet, wel-
ches mit  Penicillin (100 U/ml) / Streptomycin (100 μg/ml) und 10 % FKS supplementiert war. 
Das verwendete FKS wurde zuvor bei 56 °C für 30 min wärmebehandelt um Komplementfak-
toren zu inaktivieren. 
 
3.1.9.1. Humane Zellen 
Die verwendeten humanen Zelllinien Panc-1, BxPC-3 und Capan-2 haben ihren Ursprung in 
Zellen von duktalen Adenokarzinomen. Sie wachsen in Kultur adhärent und bilden unter-
schiedlich gut differenzierte Adenokarzinome in Nacktmäusen. Die Zellen wurden ursprüng-
lich von der ATCC (American Type Culture Collection, Wesel, Deutschland) bezogen und 
standen der Arbeitsgruppe bereits zur Verfügung. 
 
3.1.9.2. Murine Zellen 
Bei Panc02 handelt es sich um eine murine, adhärent wachsende Pankreaskarzinomzelllinie 
auf C57Bl/6 Hintergrund. Die Zellen wurden 1984 aus den Pankreata von Mäusen isoliert, 
die infolge einer 3-Methylcholanthrenbehandlung Pankreastumoren entwickelten (127). Die 
Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Arne Scholz (Charité, Berlin) zur Verfügung gestellt. 
Die CMT-93 Zellen stammen aus einem polyploiden Rektumkarzinom der C57BL/icrf Maus. 
Die in Suspension wachsenden EL4 Zellen wurden aus einem Lymphom einer C57BL/6N 
Maus nach vorangegangener 9,10-Dimethyl-1,2-Benzanthracenbehandlung isoliert. Beide 
Zelllinien wurden von der ATCC bezogen. Bei den MC3T3-E1 Zellen handelt es sich um aus 
den Calvaria eines C57Bl/6 Mausembryos/-feten stammende Fibroblasten, welche von der 
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, 
Deutschland) bezogen wurden. Die PBMC wurden aus dem Blut von C57Bl/6N Mäusen 
durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnen (s. 3.4.3.1.). 
 
3.1.10. Versuchstiere 
Die Untersuchungen wurden an weiblichen C57Bl/6N Mäusen mit einem Körpergewicht von 
20 g vorgenommen. Die Tiere entstammten einer Zucht (Charles River Wiga; Sulzfeld, 
Deutschland) und wurden vor Beginn der experimentellen Untersuchungen für mindestens 
vier bis fünf Tage in einem klimatisierten Raum der Zentralen Versuchstierhaltung des Insti-
tuts für Experimentelle Chirurgie, Universität Rostock (Tierschutzbeauftragter Hr. Dr. rer. nat. 
H. Stein) artgerecht nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes in Gruppen von 
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vier bis sechs Tieren in einem Laborkäfig bei zwölfstündigem Tag-/Nachtzyklus unter Bereit-
stellung von Wasser und Standardlaborfutter ad libitum gehalten.  
 
3.2. Tierexperimentelle Methoden 
3.2.1. Tiermodell 
Pankreastumoren wurden durch subkutane (s. c.). Injektion von 1x106 Zellen der syngenen 
Zelllinie Panc02 in die rechte Flanke induziert. Das experimentelle Modell zur Induktion eines 
Pankreastumors wurde bereits beschrieben (128-130). Die Zellen wurden vor Injektion in 
50 μl steriler PBS Lösung resuspendiert und anschließend unter kurzer Ethernarkose inji-
ziert. Das Tumorwachstum wurde daraufhin zweimal wöchentlich kontrolliert, indem die Tu-
moren mit Hilfe einer Schieblehre in senkrecht zueinander stehenden Durchmessern ver-








Mäuse, bei denen sich ein Tumor mit einem mittleren Volumen von ca. 60 mm³ entwickelt 
hatte (nach ca. 10-14 Tagen), erhielten eine einmalige intratumorale (i. t.) Injektion S. pyoge-
nes Serotyp M49wt bzw. S. pyogenes SLS-mu (suspendiert in je 50 μl PBS). Die Applikation 
des Lysates erfolgte zweimal in einem Abstand von 4 Tagen (Abb. 4). Tiere der Kontroll-
gruppe erhielten jeweils in äquivalenten Volumina die Trägerlösung i. t. injiziert. Diese war 
bei den vitalen Bakterien PBS und bei dem Lysat PBS + PlyC1. Nach Desinfektion der Injek-
tionsstelle erfolgte unter kurzer Ethernarkose die i. t. Applikation. Das Tumorvolumen wurde 
nachfolgend zwei Mal wöchentlich bestimmt (s. 3.2.1.). Die Euthanasie der Tiere erfolgte, 
bevor klinisch manifeste funktionelle Störungen beobachtet wurden (Lethargie, Kachexie) 
bzw. das Volumen der Tumoren mehr als 2000 mm³ betrug. 
 
a= Breite des Tumors 
b= Länge des Tumors 
52,0**²³)( bammV =
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Abb. 4: Experimentelles Protokoll zur Induktion der Tumoren mit anschließender Therapie. Die Panc02 Zellen 
wurden am Tag 0 injiziert. Nach Etablierung der Tumoren erfolgte am Tag 9 die i. t. Injektion des M49wt, der SLS-
mu, des Lysates bzw. der Vehikellösung. Am Tag 13 wurde das Lysat ein 2. Mal injiziert. Zu entsprechenden 
Zeitpunkten erfolgte die Euthanasie der Tiere mit nachfolgender Organentnahme. 
 
3.2.3. Anästhesie, Organentnahme und Gewebeasservierung 
Die Anästhesie der Tiere wurde mit einem Gemisch aus Ketamin/Xylazin (90/25 mg/kg KG) 
eingeleitet. Die Betäubung erfolgte intraperitoneal (i. p.). Anschließend wurden die Tiere ge-
wogen und an Bauch und Flanke rasiert. Daraufhin folgte die Blutentnahme über den retro-
bulbären Venenplexus. Hierzu wurde eine 20 μl Kalium-EDTA-beschichtete Mikrohämatokrit-
kapillare unter leichten Drehbewegungen vorsichtig am Bulbus vorbei in okzipitaler Richtung 
etwa 1-2 mm tief eingeführt und so der Venenplexus punktiert. Das Blut wurde in einer Kali-
um-EDTA-beschichteten Küvette aufgefangen und leicht geschwenkt. Die Tiere wurden da-
raufhin durch eine Überdosis an Ketamin/Xylazin (90/25 mg/kg KG) getötet.  
Anschließend wurde der Tumor reseziert, das Gewebe in flüssigem Stickstoff schockge-
frostet und bei -20 °C für nachfolgende Analysen (s. 3.5.) asserviert. Nach Desinfektion des 
Abdomens erfolgte dann die Eröffnung mit einem medianen Longitudinalschnitt (Abb. 5). Es 
folgte die Lungen-, Pankreas- und Leberresektion, die Extirpation der Milz, sowie der paraa-
ortalen und mesenterialen Lymphknoten. Die Gewebe wurden bis zur Weiterverarbeitung in 
Medium, auf Eis aufbewahrt. Zusätzlich wurden Resektate der Organe für nachfolgende his-










Abb. 5: Darstellung des Präparationssitus der Maus. Die inneren Organe sind unauffällig. Leber und Darm zeigen 
makroskopisch keine Veränderungen. Die Milz ist leicht vergrößert. 
Tag 0, Injektion von 1x106 
Panc02 Zellen (s. c.) 
Tag 9, Injektion von M49wt, SLS-mu, 
Lysat oder Vehikel (i. t.) 
Tag 13, zweite Lysat- 




Dünndarm (Intestinum tenue) 
Dickdarm (Intestinum crassum) 
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3.2.4. Rechallenge-Experimente 
Für die Analyse der spezifischen zytotoxischen Aktivität von Lymphozyten gegenüber 
Panc02 Zellen in vivo wurden Rechallenge-Experimente durchgeführt. Hierzu wurden die zu 
transferierenden Zellen zunächst, wie nachfolgend unter Punkt 3.4.1. beschrieben, geerntet 
und auf eine tumorigene Dosis eingestellt. Anschließend wurden die Zellen s. c. in die 
kontralaterale Flanke injiziert und die Bildung sichtbarer Tumoren über einen Gesamtzeit-
raum von 28 Tagen analysiert. Dabei wurde das Tumorvolumen zweimal pro Woche kontrol-
liert (siehe 3.2.1.). 
 
3.2.5. Vollblut- und Blutplasma-Analytik 
3.2.5.1. kleines Blutbild 
Die Erstellung des Blutbildes erfolgte aus 250 μl EDTA-komplexiertem Blut mit Hilfe eines 
Blutanalysegerätes. Die Messung erfolgte im Hämatologischen Zentrallabor der Klinik für 
Innere Medizin der Medizinischen Fakultät (Universität Rostock). Hierbei wurden die syste-




Um die prozentuale Zusammensetzung der Leukozyten zu bestimmen, erfolgte die manuelle 
Blutbildanalyse an Blutausstrichen. Zur Anfertigung der Blutausstriche wurden 5 μl Vollblut 
auf einen entfetteten Objektträger gegeben, mit einem im 45° Winkel angelegtem Deckglä-
schen unter möglichst geringem mechanischen Druck auf den Objektträger ausgestrichen 
und luftgetrocknet.  
Die panoptische Färbung nach Pappenheim erfolgte maschinell im Hämatologischen Zen-
trallabor der Klinik für Innere Medizin der Medizinischen Fakultät (Universität Rostock). Bei 
dieser Färbemethode werden die einzelnen Zellkompartimente mit sauren und basischen 
Farbstoffen angefärbt und zugleich fixiert (Methanol) sowie stabilisiert (Glycerin). Die Zell-
kerne erscheinen dunkelrot bis violett, Lymphozyten und Monozyten können neben Größe 
und Kern anhand ihrer Zytoplasmafärbung, Granulozyten anhand ihrer verschieden gefärb-
ten Granula diskriminiert werden. Die nachfolgende mikroskopische Differenzierung der Leu-
kozyten erfolgte im 63x Ölimmersionsobjektiv (Plan-NEOFLUAR, Zeiss, 1,4 NA). Dabei wur-
den pro Ausstrich 100 Zellen differenziert, wobei folgende Zellfraktionen unterschieden wur-
den: Lymphozyten, segment- und stabförmige neutrophile Granulozyten, eosinophile und 
basophile Granulozyten, sowie Monozyten.  
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3.2.5.3. Bestimmung von Enzymen im Blutplasma 
Zur Untersuchung spezifischer Enzyme wurde Plasma aus Vollblut durch Zentrifugation 
(1000 x g, 10 min, 20 °C) gewonnen und bei -20 °C asserviert. Anschließend wurden die 
Aktivitäten der Leberenzyme Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und Alanin-Aminotrans-
ferase (ALAT), sowie der Lactat-Dehydrogenase (LDH) in einem Serumanalysegerät im Hä-
matologischen Zentrallabor der Klinik für Innere Medizin der Medizinischen Fakultät (Univer-
sität Rostock) bestimmt. 
 
3.2.5.4. Zytokinbestimmung im Blutplasma 
Die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen von IL-3, IL-5, IL-6, IL-10, G-CSF, GM-CSF, 
TNF-α und IFN-γ aus Blutplasma wurden mit dem Multiplex Cytokine Assay gemäß Herstel-
lerangaben bestimmt. Diese Methode zeichnet sich durch eine hohe Sensitivität aus, mit 
einer Detektionsgrenze von weniger als 0,5 pg/ml. Darüber hinaus erlaubt die Multiplex Ana-
lyse die simultane Messung mehrerer Zytokine und Chemokine. Das System basiert auf ei-
ner Kombination von ELISA und Durchflusszytometrie. Es werden 5,6 μm große Polystyren-
Beads verwendet, die mit zwei Farbstoffen gefärbt sind und durch unterschiedliche Farbkon-
zentrationen unterschieden werden können. An den Beads sind die für das Zytokin oder 
Chemokin spezifischen Antikörper gekoppelt, die bei der Inkubation mit der Probe diese bin-
den. Die Zugabe von einem Biotin-markierten sekundären Detektionsantikörper und Strepta-












Abb. 6: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips des Multiplex Cytokine Assay. In einem ersten Schritt 
werden die Proben bzw. Standards mit einem Bead-gekoppelten primären Antikörper inkubiert, der spezifisch für 
das jeweilige Zytokin ist. Anschließend wird ein sekundärer biotinylierter Antikörper zugegeben, der an ein ande-
res Epitop auf der Probe/dem Standard bindet, als der primäre Antikörper. Nach Zugabe von Streptavidin-PE 
erfolgt die Messung am Bio-Plex Manager, wodurch die jeweilige Zytokinkonzentration ermittelt werden kann. 
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Für die Messung wurden die Proben 1:4 verdünnt und mit den Antikörper-gekoppelten 
Beads für 30 min in einer 96-Wellplatte inkubiert. Im Reagenziensystem enthaltene Stan-
dardkonzentrationen jedes Zytokins/Chemokins dienten der späteren Quantifizierung jedes 
Analyten über individuelle Standardkurven. Nicht gebundene Proteine wurden anschließend 
durch mehrere Waschschritte entfernt. Anschließend wurde der sekundäre biotinylierte Anti-
körper zugegeben und die Proben ein weiteres Mal für 30 min inkubiert. Im Anschluss fand 
ein weiterer Waschschritt statt, nachdem Streptavidin-PE dem Versuchsansatz zugefügt und 
der Versuchsansatz erneut für 10 min inkubiert wurde. Im folgenden Waschschritt wurde das 
überschüssige Streptavidin entfernt und die Messung am Bio-Plex Manager durchgeführt. 
Anhand zweier Laser wurde zum einen die Integrität der Beads und deren Farbcodierung 
festgestellt, zum anderen wurde mit dem zweiten Laser Streptavidin-PE detektiert und des-
sen mittlere Fluoreszenz berechnet. Pro Messung wurden je 100 Beads ausgewertet. Für die 
quantitative Analyse wurde anschließend die Konzentration der einzelnen Zytokine relativ zu 
den unbehandelten Kontrolltieren (= eins) gesetzt und der x-fache relative Anstieg berechnet.  
 
3.3. Mikrobiologische Methoden 
Für die, im nachfolgenden beschriebenen Methoden (3.3.3., 3.3.4., 3.3.5.), wurden die Zellli-
nien Panc02, Panc-1, BxPC-3, sowie Capan-2 eingesetzt. Bei den Bakterien wurden die 
Wildtypstämme M3, M6, M18 und M49, sowie die Deletionsmutante SLS-mu in die Analysen 
einbezogen. 
 
3.3.1. Einstellung und Kontrolle des Inokulums 
Für die Herstellung des Inokulums wurden die Bakterien aus einer über Nacht Kultur zu-
nächst durch Zentrifugation pelletiert, einmal mit PBS gewaschen und in 1 ml THY-Medium 
resuspendiert. Anschließend wurde die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 600 
nm bestimmt. Diese differierte je nach Versuchsansatz. Für die in vitro Arbeiten wurde eine 
OD600nm von 0,5 eingesetzt, was ca. 106-107 cfu/ml entspricht. Bei der Infektion der Tiere mit 
vitalen Bakterien wurde die OD600nm auf 0,05, 0,1 und 0,5 (ca. 105-107 cfu/ml) eingestellt. Bei 
dem Einsatz des Lysates betrug die Ausgangs-OD600nm = 1,0. 
Von diesen Konzentrationen wurden anschließend serielle Verdünnungen ausplattiert und 
über Nacht im Brutschrank inkubiert, um die Zahl und die Reinheit der eingesetzten Bakteri-
en zu überprüfen. Die Bestimmung der Bakterienzahl erfolgte durch Auszählen der CFU pro 
Agarplatte unter Einberechnung der Verdünnungsstufen. 
 
3.3.2. Bakterientiterbestimmung in Blut, Leber und Lunge 
Zum Nachweis bzw. Ausschluss eines potentiellen systemischen Infektionsverlaufes nach 
i. t. Infektion mit S. pyogenes wurden Leber- und Lungenhomogenate hergestellt. Hierzu 
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wurden die Organe durch einen sterilen Filter (Porengröße 70 μm) passiert und durch Zentri-
fugation (900 x g, 10 min, 4 °C) pelletiert. Das Homogenat wurde anschließend in 1 ml Medi-
um resuspendiert. Parallel dazu wurde Blut für die Ausstriche bereitgestellt. Davon wurden 
Verdünnungsstufen in Medium bis 10-4 erstellt und je 100 μl der 100 - 10-4 Verdünnungen auf 
Blutagarplatten ausplattiert. Die Agarplatten wurden über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am 
darauf folgenden Tag wurde die Bakterienzahl wie zuvor beschrieben bestimmt. 
 
3.3.3. Adhärenz und Internalisierung 
Für die Adhärenz- und Internalisierungsversuche wurden 4 x 105 Zellen/ml in Triplikaten in 
24-Wellplatten ausgesät und bis zur Ausbildung eines semikonfluenten Monolayers im Brut-
schrank inkubiert. Die Bakterienteststämme wurden vor Versuchsbeginn in THY-Medium 
angeimpft und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde die OD, wie bereits 
unter 3.3.1. beschrieben, auf 0,5 eingestellt und die Bakteriensuspension 1:10 mit Zellkul-
turmedium verdünnt. Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurde die Bakteriensuspensi-
on zugesetzt und der Ansatz für 2 h im Brutschrank inkubiert. Zur Eliminierung aller nicht-
adhärenten Bakterien wurde das Medium verworfen, die Wells mit PBS gewaschen und ein 
Teil der Zellen nachfolgend durch Zugabe von 200 μl Trypsin/EDTA abgelöst. Daraufhin 
wurden die Zellen pelletiert und in 1 ml A. dest lysiert. Zur Bestimmung der Anzahl adhären-
ter Bakterien wurden Verdünnungsstufen in THY-Medium bis 10-7 erstellt und je 100 μl der 
10-3 - 10-7 Verdünnungen auf THY-Agarplatten ausplattiert. Die Agarplatten wurden über 
Nacht im Brutschrank inkubiert. Unter diesen Versuchsbedingungen konnten sowohl die ad-
härenten, als auch die internalisierten Bakterien erfasst werden. Für die Internalisierungsver-
suche wurde nach der zweistündigen Inkubation frisches Medium zu den Zellen gegeben, 
welches zuvor mit Antibiotika (Penicillin/Streptomycin) versetzt wurde. Die Zellen wurden nun 
für weitere 2 h im Brutschrank inkubiert. Dadurch wurden alle extrazellulären Bakterien abge-
tötet, so dass nur die internalisierten Bakterien überleben. Zur weiteren Analyse des Anteils 
an intrazellulären Bakterien erfolgte die Durchführung wie zuvor beim Adhärenztest be-
schrieben. 
Die nachfolgende Auswertung des Anteils an adhärenten und internalisierten Bakterien er-
folgte durch Auszählen der CFU pro Agarplatte unter Einberechnung der Verdünnungsstu-
fen. Zur Berechnung des Invasionsindex wurde die Anzahl der invasiven Keime in Relation 
zur Anzahl der adhärenten Keime gesetzt. Insgesamt wurde der Mittelwert aus mindestens 
drei unabhängigen Versuchen ermittelt. 
 
3.3.4. Live/Dead Cytotoxicity Viability Assay 
Die Analyse des toxischen Potentials verschiedener Bakterienstämme gegenüber den Zellen 
erfolgte anhand des Live/Dead Viability Cytotoxicity Assay. Mit Hilfe dieses Tests können 
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tote und vitale Zellen nach Anfärbung mit den Farbstoffen Ethidiumbromid bzw. Calcein AM 
differenziert werden. Calcein AM (Acetoxymethylester) ist ein nicht-fluoreszierender Farb-
stoff, der passiv in die Zellmembran eindringt. Nach unspezifischer Esterspaltung entsteht 
dann in der Zelle das stark fluoreszierende Calcein, welches dem Nachweis der Zellviabilität 
dient. Der Avitalfarbstoff Ethidiumbromid hingegen kann nur bei Verlust der intakten Zell-
membran in die Zelle eindringen. Eine Ethidiumbromid-positive Färbung ist somit ein direkter 
Hinweis auf Zellschädigung. 
Hierzu wurden die Zellen zunächst auf Deckgläschen (Cover slips) in 6-Wellplatten ausge-
sät und bis zur Ausbildung eines konfluenten Monolayers inkubiert. Die Bakterienteststämme 
wurden vor Versuchsbeginn in THY-Medium angeimpft und über Nacht im Brutschrank inku-
biert. Anschließend wurde die OD, wie bereits unter 3.3.1. beschrieben, auf 0,5 eingestellt 
und die Bakteriensuspension 1:10 mit Zellkulturmedium verdünnt. Nach Entfernung des Zell-
kulturmediums wurde die Bakteriensuspension zugesetzt und der Ansatz für 2 h im Brut-
schrank inkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel, um eine zu starke bakterielle Ver-
mehrung auszuschließen. Anschließend wurden die Zellen erneut für 2 h bzw. 4 h im Brut-
schrank inkubiert. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurde zunächst das Medium 
verworfen und die Zellen zweimal mit PBS gespült. Daraufhin wurde die Färbelösung, beste-
hend aus dem Avitalfarbstoff Ethidiumbromid und dem Vitalfarbstoff Calcein AM (3,5:1) zu 
den Zellen pipettiert und für 40 min im Dunkeln inkubiert, bevor die mikroskopische Analyse 
erfolgte. Tote Zellen stellen sich dabei infolge der Anfärbung mit Ethidiumbromid (Grünfilter: 
Excitation/Emission 528/617 nm) rot dar und vitale Zellen grün (Blaufilter: Excitati-
on/Emission 492/517 nm). Pro Präparat wurden dabei vier bis fünf Gesichtsfelder erfasst und 
nachfolgend off-line ausgewertet.  
 
3.3.5. Bestimmung extrazellulärer LDH im Zellkulturüberstand 
Die LDH ist ein stabiles zytoplasmatisches Enzym, welches in allen eukaryotischen Zellen 
vorhanden ist. Bei Zellmembranschäden tritt es aus dem Zytosol aus und ist im Überstand 
des Zellkulturmediums zu messen (131).  
Dieser wurde im Rahmen der Infektionsversuche zu den Zeitpunkten 4 h und 6 h gewon-
nen und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. Anschließend wurden jeweils 100 μl Zellkultur-
überstand in Duplikaten in eine 96-Wellplatte pipettiert. Dazu wurden jeweils 100 μl des Re-
aktionsgemisches gegeben und für 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, so 
dass es mittels der sich im Zellkulturüberstand anreichernden LDH zum Farbumschlag 
kommt. Als Positivkontrolle diente 0,1 % Triton-X-100. Dieses Detergenz führt zu einer Zell-
membranlyse mit starker LDH-Freisetzung. Die Zytotoxizität der Bakterien wurde daraufhin 
photometrisch bei 492 nm (Referenzwellenlänge 620 nm) gemessen. 
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3.4. Zellbiologische Methoden 
3.4.1. Kultivierung, Passagieren, Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 
Kultivierung und Passagieren von Zellen 
Alle Zelllinien (human, murin) wurden in Medium bei 37 °C, 5 % CO2 kultiviert. Der Wechsel 
des Kulturmediums erfolgte zweimal pro Woche. Zur Passagierung der adhärenten Zellen 
wurde das Kulturmedium verworfen und die Flasche einmal mit PBS gewaschen. Anschlie-
ßend wurden die Zellen durch Zugabe von Trypsin geerntet, nach Zentrifugation (5 min, 500 
x g, 20 °C) in 1 ml Medium suspendiert, entsprechend auf die Kulturflaschen verteilt und mit 
Medium aufgefüllt. Zellen in Suspension wurden zusammen mit dem Kulturmedium in ein 
Röhrchen überführt und durch Zentrifugation (5 min, 500 x g, 20 °C) pelletiert. Das Zellpellet 
wurde anschließend ebenfalls in Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche überführt. 
 
Kryokonservierung von Zellen 
Zur Konservierung der Zellen, wurden diese nach dem Abtrypsinieren und Zentrifugieren (5 
min, 500 x g, 20 °C) in Einfriermedium (FKS + 15 % DMSO, steril) resuspendiert und in ein 
Einfrierröhrchen überführt. In Einfrierboxen wurden die Zellen zunächst für zwei Tage bei      
-80 °C eingefroren und anschließend in flüssigen Stickstoff überführt. Die tiefgefrorenen Kul-
turen sind so mehrere Jahre haltbar. 
 
Auftauen von Zellen 
Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden in ein 15 ml Röhrchen Me-
dium vorgelegt und die Zellen schnell bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Die aufgetauten 
Zellen wurden in das Röhrchen überführt und anschließend durch Zentrifugation (5 min, 500 




Für die Bestimmung der Zellzahl wurde je ein Aliquot der entsprechenden Zellsuspension 
1:10 mit PBS und Trypanblau verdünnt. Trypanblau färbt ausschließlich Zellen an, deren 
Membranintegrität verloren ist, da es intrazellulär an Proteine bindet. Vitale Zellen sind hin-
gegen in der Lage, den Farbstoff auszuschließen und können somit gut von toten Zellen dif-
ferenziert werden.  
Eine Neubauer-Zählkammer wurde mit 10 μl der Verdünnung befüllt, anschließend wurden 
die vier Großquadrate des Zählgitters ausgezählt. Die entsprechende Zellzahl ergibt sich aus 
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3.4.3. Isolierung von Effektorzellen der Immunantwort 
3.4.3.1. Isolierung von PBMC aus Vollblut 
Um PBMCs aus Vollblut zu isolieren, wurden 500 μl Vollblut 1:2 mit Medium verdünnt und 
anschließend über 5 ml Ficoll (Dichte: 1,077 g/ml) überschichtet. Durch Zentrifugation (1200 
x g, 20 min, 20 °C, ohne Bremse) erfolgt eine Separation entsprechend der Dichte der ein-
zelnen Zellkompartimente. Die nun im Phasenübergang zwischen Medium und Ficoll ange-
reicherten (B-und T-) Lymphozyten sowie Monozyten konnten daraufhin vorsichtig mit einer 
Pipette abgezogen werden, während aggregierte Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen 
mit dem Pellet verworfen wurden. Die gereinigte und angereicherte Lymphozytensuspension 
wurde daraufhin zweimal mit Medium gewaschen, bevor die Zellzahl mit Hilfe der Try-
panblaufärbung bestimmt wurde (s. 3.4.2.). 
 
3.4.3.2. Isolierung von Leukozyten aus Milzgewebe 
Das Milzgewebe wurde zunächst durch ein steriles Zellstrainersieb (70 μm Porengröße) ge-
filtert. Nach gründlichem Nachspülen wurde das Homogenat anschließend durch Zentrifuga-
tion (900 x g, 10 min, 4 °C) pelletiert. Nach einmaligem Waschen in sterilem Medium erfolgte 
dann die Lyse der Erythrozyten mit Lysepuffer für 10 min bei RT auf einem Schüttler. Nach 
Zusatz von 5 ml Medium und erneuter Zentrifugation (900 x g, 5 min, 4 °C) folgte ein weiterer 
Waschschritt mit Medium. Daraufhin wurde das Zellpellet vorsichtig in 3 ml Medium re-
suspendiert und die Zellzahl mittels Trypanblaufärbung bestimmt (s. 3.4.2.). Wurden die 
Lymphozyten nachfolgend im ELISpot eingesetzt (s. 3.4.5.1.), wurde zusätzlich eine Dich-
tegradientenzentrifugation vorgenommen, wie unter 3.4.3.1. beschrieben. 
 
3.4.3.3. Isolierung von Lymphozyten aus Lymphknoten 
Die paraaortalen und mesenterialen Lymphknoten wurden durch einen sterilen Filter (100 μm 
Porengröße) passiert und durch Zentrifugation (900 x g, 10 min, 4 °C) pelletiert. Nach wie-
derholtem Waschen und vorsichtiger Resuspension wurde die Zellzahl durch Trypanblaufär-
bung ermittelt (s. 3.4.2.). 
 
3.4.4.  Durchflusszytometrie 
3.4.4.1. Funktionsprinzip 
Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) bietet die Möglich-
keit, Zellen anhand ihres Phänotyps zu unterscheiden und zu quantifizieren. Dabei werden 
die zu untersuchenden Zellen als Einzelzellsuspensionen mit fluoreszierenden Antikörpern 
markiert und in einem laminaren Flüssigkeitsstrom einzeln hintereinander, mit Hilfe eines 
fokussierten Laserstrahls, analysiert.  
Zelleigenschaften wie Größe, Form, Membranoberfläche und intrazelluläre granuläre Be-
standteile führen zu einer Lichtstreuung, die von je einer Linse in Verlaufsrichtung des La-
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serstrahls (Vorwärtsstreulicht, forward scatter, FSC) und einer rechtwinklig dazu angebrach-
ten (Seitwärtsstreulicht, sideward scatter, SSC) gesammelt und photometrisch detektiert 
wird. Das FSC gibt dabei Aufschluss über die Größe der Partikel, das SSC zeigt die intrazel-
luläre Granularität an. Die gewünschte Zellpopulation wird anhand dieser Kriterien so aus-
gewählt, dass sie einerseits deutlich abgrenzbar ist und andererseits tote Zellen und Zell-
fragmente, welche deutlich geringere FSC-Werte aufweisen, mit Hilfe eines bestimmten Auf-
nahmefensters ausgeschlossen werden können. Der Laserstrahl regt das jeweilige Chro-
mophor zur Emission von Lichtquanten an, die durch eine Linse gesammelt werden. Filter 
trennen das gesammelte Licht nach Wellenlängenbereichen und lenken es zu den unter-
schiedlichen Detektoren. So können Signale mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe 
bei einer Mehrfarbanalyse getrennt aufgenommen und quantitativ analysiert werden. Die 
Intensität der gemessenen Fluoreszenz ist dabei proportional zur Anzahl der pro Zelle ge-
bundenen Antikörper und damit zur Anzahl der markierten Oberflächenmoleküle. 
Das in dieser Arbeit verwendete Durchflusszytometer FACS Calibur ist mit einem Argonio-
nen-Laser ausgestattet, der monochromatisches Licht der Wellenlänge 488 nm mit einer 
Leistung von 15 mW emittiert. 
 
3.4.4.2. Apoptosenachweis mittels Sub-G1-Peak 
Apoptotische Zellen wurden im Rahmen der Untersuchungen mit Hilfe der Sub-G1-Peak-
Methode analysiert. Intakte Zellen enthalten keine DNA im Zytoplasma. DNA in apoptoti-
schen Zellen unterliegt einer Fragmentation durch Endonukleasen in Oligonukleosomen. 
Diese beginnen in das Zytoplasma zu migrieren, so dass der zelluläre Gehalt an nukleärer 
DNA abnimmt, während der Gehalt an kleineren DNA-Bruchstücken im Nukleus und im Zy-
toplasma zunimmt. Die Fragmentation der DNA erfolgt dabei charakteristisch in Abständen 
von n (146 ± 50) bp. Durchflusszytometrisch kann der DNA-Gehalt nach Färbung mit Propi-
diumjodid gemessen werden. Apoptotische Zellen erscheinen dabei aufgrund des verminder-
ten DNA-Gehaltes im sogenannten Sub-G1-Peak. 
 Hierfür wurden die Zellen (Panc-1, BxPC-3, Capan-2, Panc02) zunächst in 24-Wellplatten 
ausgesät und im Brutschrank bis zur Ausbildung eines konfluenten Monolayers inkubiert. 
Parallel wurden die entsprechenden Bakterienteststämme in flüssigem THY-Medium ange-
impft und über Nacht im Brutschrank kultiviert. Anschließend wurde die OD, wie bereits unter 
3.3.1. beschrieben, auf 0,5 eingestellt und die Bakteriensuspension 1:10 mit Zellkulturmedi-
um verdünnt. Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurde die Bakteriensuspension zuge-
setzt und der Ansatz für 4 h bzw. 6 h im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen durch Zugabe von 200 μl Trypsin/EDTA gelöst und in ein Zentrifugenröhrchen pipet-
tiert. Nach Zentrifugation (5 min, 500 x g, 20 °C) wurde der Überstand dekantiert und das 
Pellet unter permanentem vortexen in 1 ml eiskaltem Ethanol (70 %) resuspendiert. Diese 
Suspension wurde dann in ein FACS-Röhrchen unter weiterer Zugabe von 1 ml Ethanol  
Material und Methoden 
  43 
überführt und über Nacht bei -20 °C gelagert. Die fragmentierte DNA kann so aufgrund der 
Permeabilisierung der Zellmembran aus den Zellen austreten, gleichzeitig kommt es zur Auf-
lockerung des Chromatins. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen durch Zentrifugation 
pelletiert (5 min, 500 x g, 4 °C) und einmal mit PBS gewaschen. Die Proben wurde nun mit 
400 μl PBS/0,1 % Tween 20, RNase 1 mg/ml versetzt und mindestens 1 h bei 4 °C inkubiert. 
Anschließend wurden 50 μg Propidiumjodid zu dem Gemisch pipettiert und die Proben am 
Durchflusszytometer gemessen. Dort zeichnen sich apoptotische Zellen durch eine, auf ei-
nem verminderten DNA-Gehalt beruhende, reduzierte Rotfluoreszenz aus. Pro Messung 
wurden 10.000 Ereignisse erfasst. 
 
3.4.4.3. Analyse von Oberflächenantigenen in Blutleukozyten  
Für die durchflusszytometrischen Analysen wurde das Vollblut 1:2 mit Cell Wash verdünnt. 
Von dieser Verdünnung wurden anschließend 50 μl Aliquots in FACS-Röhrchen überführt 
und mit dem entsprechenden FITC-markierten Antikörper für 30 min bei 4 °C inkubiert. Die 
Erythrozytenlyse erfolgte nach Zugabe von 1 ml Lysepuffer (FACS Lysing Solution, 1:10) 
und Inkubation für 10 min unter Lichtausschluss. Nachfolgend wurden die Proben pelletiert 
(900 x g, 10 min, 20 °C), gewaschen, abschließend in Cell Wash resuspendiert und am 
Durchflusszytometer gemessen. Als Kontrollfärbung diente bei jeder Messreihe ein mit Fluo-
reszenzfarbstoff markierter isotypgleicher Antikörper. Pro Messung wurden 20.000 Ereignis-
se erfasst. 
 
3.4.4.4. Nachweis von Foxp3 in regulatorischen T-Zellen 
Der Quantifizierung von Treg im Blut erfolgte anhand einer Oberflächenfärbung von CD4 und 
CD25, sowie einer intrazellulären Färbung, welche dem Nachweis von Foxp3 dient. Der 
Transkriptionsfaktor Foxp3 stellt dabei einen spezifischen und funktionellen Marker für diese 
Zellpopulation dar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Treg im Blut anhand eines 
kommerziellen Kits gemäß Herstellerangaben bestimmt. Hierfür erfolgte zunächst die Ober-
flächenfärbung der PBMC (siehe 3.4.3.1.) mit FITC- bzw. APC-markierten Antikörpern gegen 
CD4 und CD25 in der optimalen Verdünnung (30 min, 4 °C). Nach Permeabilisierung der 
Membran (Fixierungs/Permeabilisierungslösung) und zweimaligem Waschen mit einmal 
Permeabilisierungspuffer (900 x g, 10 min, 20 °C) erfolgte die Blockierung unspezifischer 
Bindungsstellen mit Hilfe des anti-CD16/CD32 Antikörpers für 15 min bei 4 °C, gefolgt von 
der intrazellulären Färbung mit PE-markiertem Antikörper gegen Foxp3 für 30 min bei 4 °C. 
Bei der anschließenden durchflusszytometrischen Analyse der Zellen wurden 100.000 Er-
eignisse erfasst. 
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3.4.4.5. Analyse von Oberflächenantigenen in Splenozyten  
Die Charakterisierung von Splenozytensubpopulationen erfolgte aus 2 x 105 Zellen, welche 
in 100 μl Cell Wash resuspendiert und daraufhin mit FITC-, PE oder APC-markierten Anti-
körpern in der optimalen Verdünnung des jeweiligen Antikörpers für 20 min bei 4 °C inkubiert 
wurden. Anschließend wurden die Proben einmal mit PBS gewaschen (900 x g, 10 min, 
20 °C) und in 200 μl PBS resuspendiert. Als Kontrollfärbung diente bei jeder Messreihe ein 
mit Fluoreszenzfarbstoff markierter isotypgleicher Antikörper. Bei der Einfarbenmessung  
(Analyse von Oberflächenantigenen) wurden jeweils 20.000 Ereignisse erfasst. Bei der 
Mehrfarbenmessung (Nachweis von IKDC) wurden 100.000 Ereignisse erfasst. 
 
3.4.5.  Untersuchung der Reaktivität von Lymphozyten gegenüber Zielzellen 
3.4.5.1.  ELISpot-IFN-γAssay 
Der ELISpot (Enzyme-linked Immunospot) ist ein sehr sensitiver Assay, welcher die Detekti-
on von sezernierten Zytokinen auf Einzelzellebene erlaubt. Dabei korreliert die Größe und 
Intensität der einzelnen messbaren Spots mit dem Anteil an sezerniertem IFN-γ pro Zelle. 
Durch die Detektion von IFN-γ, welches T-Zellen (Effektorzellen) nach Aktivierung durch ein 
Antigen (Zielzellen) produzieren, dient der ELISpot der Analyse antigenspezifischer Immun-
antworten von T-Zellen.  
Hierzu wurde eine Mikrotiterplatte, deren Wells mit Nitrozellulose beschichtet sind, mit ei-
ner 35 %igen Ethanollösung benetzt und max. für 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Waschen der Platte mit sterilem A. dest wurde die Antikörperlösung zugesetzt (15 μg/ml) und 
über Nacht bei 4 °C zur Absorption an die Matrix der Mikrotiterplatte inkubiert. Nachfolgend 
wurde die Antikörperlösung verworfen, die Platte mit PBS gewaschen und 2 h bei Raumtem-
peratur mit Medium zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen inkubiert. Danach wur-
den die Zielzellen (Panc02, EL4, CMT-93, MC3T3-E1, PBMC) in einer Konzentration von 1x 
104 Zellen/Well in Triplikaten pipettiert und für ca. 2-3 h im Brutschrank inkubiert. Die Effek-
torzellen (Splenozyten) wurden nachfolgend in einem Effektor zu Target Verhältnis von 10:1 
zu den jeweiligen Zellen gegeben und über Nacht im Brutschrank koinkubiert. Daran schloss 
sich ein fünfmaliges Waschen der Platte mit PBS an, um die Zellen vollständig zu eliminie-
ren. In einem weiteren Schritt erfolgte nun die Inkubation mit dem sekundären biotinylierten 
Detektionsantikörper (1 μg/ml) für 2 h bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen mit 
PBS wurde dann das Enzym Streptavidin-ALP zu den Wells gegeben und für 1 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Visualisierung der Spots erfolgte abschließend durch Zugabe des 
Komplexbildners BCIP/NBT für ca. 20-40 min. Die Reaktion wurde dann durch Abspülen in 
Leitungswasser abgestoppt, bevor die Platte bis zur mikroskopischen Auswertung getrocknet 
wurde.  
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3.4.6. Analyse der lytischen Aktivität von Lymphozyten gegenüber Zielzellen 
3.4.6.1. LDH-Zytotoxizitätsassay 
Zur Bestimmung der Reaktivität von Lymphozyten gegenüber Zielzellen wurde die Lyse von 
Panc02, EL4, CMT-93, MC3T3-E1, sowie PBMCs mit Hilfe des nicht-radioaktiven LDH-
Zytotoxizitätstest bestimmt. Das zytosolische Enzym LDH, welches in allen eukaryotischen 
Zellen konstitutiv exprimiert wird, reichert sich im Zellkulturüberstand an, wenn eine Zelle 
irreversibel geschädigt wird. Eine erhöhte LDH-Aktivität im Überstand korreliert somit direkt 
mit dem Ausmaß der Zellschädigung.  
Zur Durchführung des LDH-Assays wurden die Zielzellen mit einer Dichte von 1,5 x 103 
Zellen/Well in Triplikaten in 96-Wellplatten ausplattiert und über Nacht im Brutschrank inku-
biert. Anschließend wurden die Lymphozyten der paraaortalen und mesenterialen Lymph-
knoten zu den Zellen in einem Effektor zu Target Verhältnis von 30:1 pipettiert und über 
Nacht koinkubiert. Nach Zentrifugation der Platte (250 x g, 5 min, 20 °C) wurde der zellfreie 
Kulturüberstand in eine neue 96-Wellplatte überführt, mit dem im Kit enthaltenen Assay Buf-
fer-Substrat Mix versetzt und für 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Parallel 
wurden für jede Zielzellart die Maximalfreisetzung (Lyse mit 0,5 % Triton X-100) und die 
Spontanfreisetzung (Zielzellen ohne Effektorzellen) ermittelt. Die photometrische Auswer-
tung, bei der der Umsatz an Tetrazoliumsalz in ein rotes Formazanprodukt gemessen wird, 
erfolgte nach Zusatz der Stopplösung bei einer Wellenlänge von 492 nm. Die Ergebnisse 
wurden als relative spezifische Lyse angegeben. Diese wurde aus den einzelnen Freiset-














ODExp =    Absorption der Kokultur (Zielzellen + Effektorzellen) 
ODEff. sp.=  Absorption der Effektorzellen  
ODZ. sp. =  Absorption der Zielzellen 
ODZ. max. = maximale Absorption der Zielzellen 
 
3.4.6.2. Zytotoxizitäts-/Apoptosemessung 
Das zytolytische Potential von Lymphozyten gegenüber Tumorzellen wurde zusätzlich durch-
flusszytometrisch anhand eines Zytotoxizitätstests bestimmt. Dieser Test dient der Differen-
zierung von Zytolyse und Apoptose. Für diese detaillierte Analyse wurden ausschließlich 
Panc02 Zellen als Zielzellen eingesetzt, um das lytische Potential von Lymphozyten gegen-
über den Pankreastumorzellen genauer zu charakterisieren. Das Prinzip der Methode beruht 
auf einer Färbung mit drei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen, welche eine Separierung 
zwischen Zielzellen und Effektorzellen erlauben. In einem ersten Schritt werden hierbei die 
Zielzellen mit CFSE markiert. Dieser Farbstoff dringt passiv in das Zellinnere ein und bindet 
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dort irreversibel an Zellproteine. Nach Hydrolyse des Esters durch intrazelluläre Esterasen 
kann die Fluoreszenz (Blaufilter: Excitation/Emission 492/520-540 nm) gemessen werden. 
Die Effektorzellen werden erst nach dieser Färbung zugesetzt, wodurch eine Unterscheidung 
der beiden Zellpopulationen möglich ist. Apoptotische Zielzellen können ferner durch Markie-
rung mit SR-FLICA (Sulforhodamine-Fluorescent-labeled Inhibitor of Caspases) detektiert 
werden. SR-FLICA ist ein orange-rot fluoreszierender (Grünfilter: Excitation/Emission 
565/590-600 nm) Poly-Caspase Inhibitor, welcher kovalent an aktive Caspasen bindet. Der 
Farbstoff ist zellpermeabel und nicht zytotoxisch. Tote bzw. nekrotische Zellen werden durch 
Färbung mit 7-AAD (7-Aminoactinomycin) identifiziert. Dieser rot-fluoreszierende Avital-
farbstoff (Grünfilter: Excitation/Emission 546/647 nm) interkaliert spezifisch zwischen Cytosin 
und Guanin und färbt dabei nur die DNA von Zellen an, die keine intakte Membran besitzen. 
Somit können sowohl spätapoptotische, als auch nekrotische Zellen detektiert werden.  
In einem ersten Arbeitsschritt wurden dabei 1x107 Panc02 Zellen mit Assay Buffer gewa-
schen und mit CFSE in einer Endkonzentration von 2,5 μM für 15 min bei Raumtemperatur 
gefärbt. Nachfolgend wurden die Zellen pelletiert, in Medium resuspendiert und für weitere 
30 min im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden zu 2 x 104 Zielzellen/100 μl die Effek-
torzellen in einem Effektor zu Target Verhältnis von 30:1 zugesetzt und für 4 h im Brut-
schrank inkubiert. Zur Darstellung apoptotischer Zellen wurden danach der Farbstoff SR-
FLICA zugegeben (Konzentration 20x, 10 μl pro Ansatz). Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von 200 μl DMEM und Überführung der Proben auf Eis abgestoppt. Die Färbung nekroti-
scher Panc02 Zellen erfolgte dann durch Zugabe von 20 μl 7-AAD (21x) und nachfolgender 
Inkubation für 10 min auf Eis. Nachdem alle Einstellungen anhand der jeweiligen Kontrollen 
vorgenommen wurden, wurden die Proben zügig am Durchflusszytometer gemessen. Die 
Zielzellen wurden dabei anhand eines um die CFSE-positive Zellpopulation gesetzten elek-
tronischen „Gates“ selektiv analysiert, wodurch eine Interferenz mit apoptotischen bzw. 
nekrotischen Effektorzellen ausgeschlossen werden konnte, um jeweils den Anteil frühapop-
totischer, spätapoptotischer und nekrotischer Panc02 Zellen zu quantifizieren. 
 
3.4.6.3. Analyse der lytischen Aktivität mittels Propidiumjodidfärbung 
In einem weiteren Versuchsansatz wurden 3 x 104 CFSE-gefärbte Panc02 Zellen (s. 3.4.6.2.) 
mit Lymphknoten-Lymphozyten in einem Effektor zu Target Verhältnis von 30:1 für 20 h ko-
kultiviert. Nach Zellernte wurde Propidiumjodid in einer Konzentration von 2,5 μg/ml zuge-
setzt, der Anteil CFSE/Propidiumjodid-doppelt-positiver Zielzellen durchflusszytometrisch 
erfasst und die lytische Aktivität bestimmt. Zur Beurteilung der Spontanlyse wurden zusätz-
lich Panc02 Zellen, die ohne Effektorzellen kultiviert wurden, analysiert.  
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3.5. Histologische Methoden 
3.5.1. Histomorphologie 
Die histologischen Untersuchungen wurden an Gefrierschnitten durchgeführt. Hierzu wurde 
das Tumorgewebe direkt nach der Entnahme in dem Eindeckmedium Tissue Tek eingebettet 
und sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Das Gewebe wurde daraufhin bis zur weiteren 
Aufarbeitung bei -80 °C asserviert. Nachfolgend wurden bei -20 °C am Kryostat 6 μm dicke 
Schnitte angefertigt. Diese wurden auf Adhäsionsobjektträger gebracht und für ca. 1 h luftge-
trocknet. Anschließend wurden die Schnitte entweder direkt gefärbt oder zunächst bei -80 °C 
gelagert. 
Die HE- und As-D - Färbungen wurden im histologischen Labor des Instituts für Pathologie 
der Universität Rostock angefertigt. 
 
3.5.1.1. HE-Färbung 
Die HE-Färbung ist eine konventionelle Übersichtsfärbung zur Darstellung von Geweben. 
Unter der Verwendung der Farbstoffe Eisenhämatoxylin (Mayer`s Hämalaun) und Eosin G 
werden spezifisch Zellkompartimente angefärbt. Die Zellkerne erscheinen dunkelrot bis vio-
lett, das Zytoplasma und proteinhaltige Lösungen rosa.  
Zu Beginn der Färbung wurden die Semi-Dünnschnitt-Präparate kurz in Formalin (4 %) fi-
xiert und dann in Aqua dest. überführt. Für die Darstellung saurer Moleküle wurde das Ge-
webe anschließend für 30 s in Hämalaun gefärbt. Daran schlossen sich ein zehnminütiges 
Bläuen in warmem Leitungswasser und eine zweiminütige Färbung in Eosin (0,5 %) an.   
Überschüssiges Eosin wurde durch Abspülen in A. dest eliminiert. Daraufhin wurden die 
Präparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe geführt (70 %, 96 %, absoluter Alkohol). 
Zum Ende der Färbung wurde die Tumorgewebsschnitte in Xylol inkubiert und abschließend 
in Pertex eingedeckt. 
 
3.5.1.2. As-D Färbung 
Für den Nachweis infiltrierender neutrophiler Granulozyten und deren Vorläuferzellen wurden 
die Semi-Dünnschnitt-Präparate des Pankreastumors mit Naphthol As-D Chlorazetatestera-
se (As-D) gefärbt. Die Esteraseaktivität in infiltrierenden Zellen wurde dabei durch die Inter-
kalation des Farbstoffes Naphthol As-D Chlorazetat in die Granula sichtbar gemacht. 
Neutrophile Granulozyten sowie deren Vorstufen zeigen ebenso wie Gewebsmastzellen eine 
leuchtend rote Farbreaktion, während Monozyten schütter verteilt kleine positiv reagierende 
Granula enthalten. 
Die Schnitte wurden hierfür für 30 s in einem Gemisch aus Methanol/Formaldehyd (37 %), 
Verhältnis 1:2, fixiert und nachfolgend leicht gewässert. In einer einstündigen Inkubation mit 
der angefertigten Reagenzlösung erfolgte die Färbung der Schnitte. Nach erneutem Wäs-
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sern unter fließendem Wasser wurde die Kernfärbung mit Hämalaun durchgeführt. Daran 
schloss sich ein fünf- bis zehnminütiges Bläuen in warmem Leitungswasser an, bevor die 
Schnitte abschließend mit Glyceringelatine eindeckt wurden. Die Auswertung der As-D ge-
färbten Semi-Dünnschnitt-Präparationen erfolgte mit Hilfe eines Okularnetzgitters unter dem 
Auflichtmikroskop (Axiophot, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) unter Verwendung eines 40x 
Objektives (Plan-NEOFLUAR, Zeiss, 0,75 NA). In allen As-D gefärbten Schnitten wurde die 
Anzahl infiltrierender neutrophiler Granulozyten durch Auszählen von 20 Gesichtsfeldern 
(GF) ermittelt und anschließend pro mm² berechnet (1 GF = 0,09 mm²).  
 
3.5.2. Immunhistochemie  
Die immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten ebenfalls als Semi-Dünnschnitt-
Präparationen an 6 μm dicken Gefrierschnitten. Hierbei kam die ABC (Avidin-Biotin-
Komplex) Methode zum Einsatz. Grundlage dieses Systems ist die Fähigkeit des Glykopro-
teins Avidin, vier Moleküle des Vitamins Biotin zu binden, wodurch der Avidin-Biotin-Komplex 
entsteht. Bei der Entwicklungsreaktion dient die Peroxidase als Substrat und das 3,3 Diami-
nobenzidin (DAB) als Chromogen. Das entstehende braungefärbte Endprodukt ermöglicht 
den Nachweis positiver Zellen unter dem Lichtmikroskop. 
Vor Beginn aller immunhistochemischen Analysen wurden die Schnitte zunächst für 30 s in 
eiskaltem Methanol fixiert, in PBS gespült und luftgetrocknet. Anschließend erfolgte die Blo-
ckierung unspezifischer Bindungsstellen in dem entsprechenden Serum für 1 h. Die Präpara-
te wurden dann mit dem primären Antikörper für 90 min in einer feuchten Kammer inkubiert 
Nachdem die Schnitte dreimal mit PBS gespült wurden, erfolgte die Zugabe des sekundären 
biotinylierten HRP-konjugierten Antikörpers (1:67, ca. 1 μg/ml) für 30 min. Nachfolgend wur-
den die Kryostatschnitte erneut mit PBS gewaschen, bevor das AB-Reagenz für weitere 30 
min auf die Schnitte gegeben und diese anschließend mit dem Peroxidase-Substrat (1-3 
Tropfen) versetzt wurden. Das in dem Substrat enthaltene Chromogen DAB lagert sich dabei 
an das Enzym an und präzipitiert. Dabei kommt es zu einer makroskopisch sichtbaren Fär-
bung an der Stelle des Antigens, dessen Intensität von der Menge des vorhandenen Anti-
gens abhängig ist. Um die angefärbten Strukturen besser in den histologischen Kontext ein-
ordnen zu können, wurde zusätzlich noch eine Kernfärbung mit Hämalaun (4-5 min) durch-
geführt. Nach Bläuen der Schnitte in lauwarmem Leitungswasser wurden die Schnitte ab-
schließend in Aquatex eingedeckt. 
 Die Auswertung der Präparate erfolgte mit Hilfe eines Okularnetzgitters unter dem Auf-
lichtmikroskop. Bei 400facher Vergrößerung wurden 20 Felder (1 GF = 0,09 mm²) ausgezählt 
und daraus die Anzahl markierter Zellen pro mm² berechnet. 
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3.6. Experimentelles Protokoll 
Wesentliches Ziel der Untersuchungen war es, eine Strategie für eine bakterielle Immunthe-
rapie mit S. pyogenes zu evaluieren. Hierzu erfolgten basierend auf in vitro Vorarbeiten, um-
fangreiche Analysen zur Wirksamkeit der Bakterien beim Pankreaskarzinom der Maus. Zu-
sätzlich wurde die immunologische Reaktion des Tieres infolge der gezielt gesetzten Infekti-
on zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. 
 
3.6.1. Versuchsgruppen  
Zunächst erhielten alle Tiere eine s. c. Injektion von 1x106 Panc02 Zellen in die rechte Flan-
ke. Nach Tumoretablierung erfolgte die Randomisierung. Dabei wurde zur Evaluierung der 
optimalen therapeutischen, aber nicht toxisch letalen Dosis zunächst 15 Tieren S. pyogenes 
in den Konzentrationen 105 cfu/ml, 106 cfu/ml und107 cfu/ ml i. t. appliziert.  
Anschließend erhielten tumortragende Tiere (je n=28) eine einmalige i. t. Injektion des 
M49wt bzw. der SLS-mu in der entsprechenden Dosierung (siehe 3.3.1.). Bei 28 weiteren 
Tieren wurde das Lysat eingesetzt. Die Tiere erhielten ebenfalls eine i. t. Injektion an den 
Tagen 9 und 13 ab Therapiebeginn (siehe 3.3.1.).  
Kontrolltieren wurde die Vehikelsubstanz PBS bzw. das PlyC1 i. t. appliziert. Die Anzahl der 
Vehikel-behandelten Tiere betrug n=3 pro Untersuchungszeitpunkt. Zur Dokumentation des 
Tumorwachstums erfolgte bei weiteren tumortragenden Kontrolltieren keine i. t. Injektion 
(n=3 pro Untersuchungszeitpunkt). Bei fünf zusätzlichen Tieren wurden keine dieser Inter-
ventionen vorgenommen, sie dienten zur Erfassung physiologischer Parameter als unbe-
handelte Kontrolltiere. 
Um den Verlauf des Tumorwachstums sowie den Erfolg der bakteriellen Immuntherapie zu 
beurteilen, wurden die Tiere in 4 Gruppen (n=7) unterteilt. So erfolgte jeweils an den Tagen 
7, 14, 21 und 28 nach Therapiebeginn die Präparation, wie unter 3.2.3. ausführlich beschrie-
ben. Die Sektion der Kontrolltiere erfolgte nach identischem Protokoll. 
Bei erfolgreich therapierten Tieren wurde zusätzlich der Tumor-Rechallenge durchgeführt 
(n=6 pro Gruppe). Die Ausbildung sichtbarer Tumoren wurde daraufhin über einen Gesamt-
zeitraum von 28 Tagen nach der zweiten Tumorzellapplikation auf der kontralateralen Seite 




Zu entsprechenden Zeitpunkten nach Therapiebeginn bzw. Vehikelexposition erfolgte die 
chirurgische Präparation der Tiere. Hierzu wurde zunächst die retrobulbäre Blutentnahme 
vorgenommen. Anschließend wurde der Tumor für histologische und immunhistochemische 
Analysen reseziert. Zusätzlich erfolgte die Entnahme von Lunge und Leber. Für 
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durchflusszytometrische und immunologische Untersuchungen wurde zusätzlich die Extirpa-
tion der Milz, der paraaortalen und mesenterialen Lymphknoten durchgeführt (Abb. 7). 
 
Abb. 7: Experimentelles Protokoll zum Versuchsablauf. Tiere mit einem s. c. Tumor wurden mit der entsprechen-
den Therapie behandelt oder erhielten die Vehikellösung. An den Tagen 16, 23, 30 und 37 erfolgte jeweils die 
Euthanasie der Tiere zur nachfolgenden Blut- und Gewebeentnahme. Für Rechallenge-Untersuchungen wurden 
Tieren am Tag 28 nach Therapiebeginn (= Tag 37) erneut Tumorzellen in die kontralaterale Flanke injiziert und 
das Tumorwachstum über weitere 28 Tage kontrolliert. 
 
Tag 9, Injektion von 
M49wt, SLS-mu, Ly-
sat bzw. Vehikel 
(PBS, PlyC1) (i. t.) 
Tag 16, 23, 30, 37 
Blut- und Gewebeentnahme 











Alle Werte sind als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes angegeben (MW ± SEM). 
Die Mittelwerte der einzelnen Parameter rekrutieren sich aus der Anzahl der Versuchstiere. 
Vehikel-behandelte Tiere und Tumorkontrolltiere wurden aufgrund der nicht signifikanten 
Abweichungen innerhalb der bestimmten Parameter zu den einzelnen Untersuchungszeit-
punkten zu einer Gruppe zusammengefasst. Dies gilt sowohl für die graphischen Darstel-
lungen, als auch für die statistischen Evaluierungen. Die Werte der unbehandelten Kontroll-
tiere dienten als Normwerte und sind mit in den graphischen Darstellungen aufgeführt, je-
doch nicht in die statistische Analyse miteinbezogen.  
 Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Softwarepaketes SigmaStat 
(Jandel Cooperation St. Rafael, CA, USA). Für die in vitro Infektionsversuche erfolgte der 
Vergleich zwischen den infizierten und den nicht-infizierten Zellen mit Hilfe des Mann-
Whitney U-Test. Dies gilt ebenso für den Vergleich zwischen den Therapiegruppen und den 
Vehikel-behandelten Kontrollgruppen bzw. den Tumorkontrollgruppen. Die Analyse der   
Überlebensdaten erfolgte mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode. Das Signifikanzniveau wurde 
bei p<0,05 festgelegt. 
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IV ERGEBNISSE 
4.1. Untersuchungen zum Wirkungsverhalten von S. pyogenes auf 
Zielzellen 
Die toxische Wirkung von Bakterien der Gattung S. pyogenes gegenüber humanen Epithel-
zellen ist bekannt und gut charakterisiert (132, 133). Bislang erfolgten jedoch keine Untersu-
chungen an Pankreaskarzinomzellen. Vor dem Hintergrund eines potentiellen immunthera-
peutischen Einsatzes von Gruppe A Streptokokken beim Pankreaskarzinom wurde in den 
folgenden Voruntersuchungen die Wirkung verschiedener S. pyogenes Serotypen auf murine 
und humane Pankreaskarzinomzellen erfasst.  
 
4.1.1. Adhärenz und Internalisierungsverhalten 
In einem ersten Ansatz sollte zunächst das Adhärenz- und Internalisierungsverhalten ver-
schiedener Serotypen gegenüber den humanen Zelllinien Panc-1, BxPC-3 und Capan-2, 
sowie der murinen Zelllinie Panc02 analysiert werden. Hierbei zeigte sich, dass die Tumor-
zellen serotypabhängig unterschiedlich stark mit den Bakterien infiziert wurden. Dies gilt ins-
besondere für die Panc02 Zellen. Während die Serotypen M3wt und M49wt ein vergleichba-
res Adhärenzverhalten gegenüber den murinen Zellen aufwiesen (ca. 14 %), betrug die Ad-
härenzrate des Stammes M6wt nur 4,6 ± 0,6 % (Abb. 8). Der M18wt zeigte mit 19,5 ± 15,5 % 
die höchste Adhärenzrate, jedoch konnten keine invasiven Bakterien nachgewiesen werden. 
 Dies lässt darauf schließen, dass die Adhärenz ohne spezifische Interaktion von Oberflä-
chenstrukturen der Bakterien und der Wirtszellen erfolgt. Die Deletion des funktionellen Exo-
toxins SLS führt dahingegen zu einer verstärkten Adhärenz an die Panc02 Zellen. Abb. 8 
zeigt, dass der Anteil adhärenter SLS-mu Bakterien gegenüber dem M49wt um 8 % erhöht 
ist. Die Invasivität, welche die eigentliche Infektion der Zielzelle darstellt, ist jedoch im Ver-











Abb. 8: Adhärenz- und Internalisierungsverhalten von S. pyogenes Serotypen gegenüber Panc02 Zellen. Ange-
geben ist der prozentuale Anteil (A) adhärenter bzw. (B) internalisierter Bakterien nach zwei Stunden Wachstum 
in der Zellkultur. Angegeben sind der MW ± SEM, n=3. 
S. pyogenes Serotyp
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Dies gilt ebenso für die Stämme M3wt und M6wt, bei denen der Anteil intrazellulär detek-
tierter Bakterien stets geringer war als bei dem Stamm M49wt. Das differente Adhärenz- und 
Internalisierungsverhalten der untersuchten Stämme gibt somit erste Hinweise auf ein spezi-
fisches Infektionsmuster der Pankreaskarzinomzellen. In weiterführenden Untersuchungen 
erfolgte die Analyse der Infektiösität von humanen Zellen, um potentielle Unterschiede im 
Adhärenz- und Internalisierungsverhalten herauszuarbeiten. Es zeigte sich, dass es seroty-
pabhängig zu einer unterschiedlich starken Adhärenz an Panc-1, BxPC-3 bzw. Capan-2 Zel-
len kommt. Innerhalb der einzelnen Zelllinien wurden ebenfalls Differenzen beobachtet. Dies 
gilt in besonderem Maß für die Capan-2 Zellen. Bei keinem der getesteten Serotypen betrug 
die Adhärenzrate mehr als 5 % (Abb. 9). Demzufolge tragen Capan-2 Zellen keine Zielmole-
küle auf ihrer Oberfläche, an die S. pyogenes bindet. Folglich liegt der Anteil an intrazellulä-
ren Erregern zwischen 2,3 ± 1,6 % bei dem Stamm M3wt und 0,8 ± 0,5 % bei dem Stamm 
M49wt (Abb. 9). Bei den Zelllinien Panc-1 und BxPC-3 wurden vergleichbare Ergebnisse 
hinsichtlich der bakteriellen Adhärenz und Internalisierung erhalten. Ein eindeutiges, spezifi-
sches Bindungsmuster konnte im Rahmen der Versuche jedoch nicht herausgearbeitet wer-
den. Gegenüber den Panc-1 Zellen zeigte der Serotyp M49wt das stärkste Adhärenzverhal-
ten, an die BxPC-3 Zellen adhärierten dahingegen vornehmlich M18wt Bakterien. Dies gilt in 
ähnlicher Weise auch für den Anteil intrazellulärer Streptokokken, der jedoch in keiner der 
Versuchsreihen über 5 % lag. Die Ergebnisse zeigen somit, dass S. pyogenes prinzipiell an 
humane Pankreaskarzinomzellen bindet, die Affinität der Bakterien jedoch stark zell- und 
serotypabhängig ist. Der molekulare Hintergrund, verbunden mit der Identifizierung potentiel-
















Abb. 9: Adhärenz- und Internalisierungsverhalten von S. pyogenes Serotypen gegenüber Panc-1 (   ), BxPC-3 (  ) 
und Capan-2 (  ) Zellen. Angegeben ist der prozentuale Anteil (A) adhärenter bzw. (B) internalisierter Bakterien 
nach zwei Stunden Wachstum in der Zellkultur. Angegeben sind der MW ± SEM, n=3. 
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4.1.2.  Qualitative und quantitative Apoptose- und Nekrosebestimmung in Tumor-
 zellen 
Um zu überprüfen, ob die Infektion der Pankreastumorzellen mit S. pyogenes prinzipiell eine 
Zellschädigung induziert, wurde in fluoreszenzmikroskopischen Analysen eine Differenzie-
rung zwischen vitalen und avitalen Zellen durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen für 4 h bzw. 
6 h mit dem jeweiligen Serotyp kokultiviert.  
 Die Untersuchungen ergaben, dass die Infektion der Panc02 Zellen mit S. pyogenes zeit-
abhängig einen Zelltod induziert. Dabei wurden erneut Unterschiede zwischen den einzelnen 
Serotypen beobachtet. Während der M6wt und der M18wt ausschließlich eine moderate To-
xizität gegenüber den Zellen zeigten, betrug der Anteil avitaler Panc02 Zellen nach vierstün-
diger Infektion mit dem M49wt und der SLS-negativen Mutante 29,0 ± 6,1 % bzw. 39,5 ± 6,1 
% (Abb. 10). Vergleichbare Werte wurden mit dem M3wt erzielt, was in Konkordanz zu dem 
Adhärenz- und Internalisierungsverhalten steht. Längere Inkubationszeiten mit dem M49wt 
und der SLS-mu führten zu einem noch massiveren Anstieg an toten Zellen, welcher im Ver-
gleich zu nicht-infizierten Kontrollzellen (4,5 ± 1,4 %) mit 75,8 ± 4,5 % bzw. 59,2 ± 5,4 % sig-
nifikant erhöht war (p<0,05 vs. Kontrolle). Diese Beobachtungen bestätigen damit erste Hin-


















Vergleichbare Ergebnisse wurden im Rahmen der Untersuchungen zum toxischen Potenti-
al von S. pyogenes gegenüber den humanen Zellen Panc-1, BxPC-3 und Capan-2 erhoben 
(Abb. 11). Eine Zellschädigung in den Tumorzellen wurde erneut insbesondere durch den 
Abb. 10: Quantitative Analyse des zytotoxischen Potentials von S. pyogenes Serotypen gegenüber Panc02 Zel-
len. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil avitaler Zellen nach 4 h und 6 h Koinkubation (n=5). Angegeben sind 
der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Kontrolle; **p<0,001 vs. Kontrolle. (B, C) Repräsentative 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Panc02 Zellen (B) ohne bakterielle Infektion und (C) nach 6 h Infekti-
on mit dem Serotyp M49wt. Vitale Zellen, mit einer intakten Zellmembran zeigen eine deutliche Grünfluoreszenz. 
Zellen, die infolge der bakteriellen Infektion irreversibel geschädigt sind, können den Avitalfarbstoff Ethidiumbro-
mid nicht ausschließen und stellen sich rot dar. Originalvergrößerung 400fach.  
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Wildtypstamm M49 induziert. 6 Stunden nach Infektion waren lediglich 6 % der Panc-1 Zel-
len und 14 % der BxPC-3 Zellen vital (p<0,005 vs. Kontrolle). Alle anderen Serotypen führten 
auch nach längerer Inkubationszeit ausschließlich zu einer marginalen Zellschädigung 
(Abb. 11), wodurch erstmals belegt werden konnte, dass S. pyogenes gegenüber humanen 












Abb. 11: Quantitative Analyse zum zytotoxischen Potential von S. pyogenes Serotypen gegenüber Panc-1 (  ), 
BxPC-3 (  ) und Capan-2 (  ) Zellen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil Ethidiumbromid-positiver Zellen nach 
(A) 4 h und (B) 6 h Koinkubation (jeweils n=5). Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 
vs. Kontrolle.   
 
In ergänzenden Untersuchungen wurden die durch die Bakterien vermittelten zytotoxi-
schen Effekte, sowie eine potentielle Apoptose-Induktion näher charakterisiert. Der Nach-
weis (nekrotischer) Zellen mit defekter Membranintegrität erfolgte anhand der Bestimmung 
extrazellulärer LDH im Zellkulturüberstand, apoptotische Zellen wurden mittels durchflusszy-
tometrischer Messung des Sub-G1-Peaks identifiziert. Dabei zeigten sich sowohl in der ver-












Abb. 12: Quantitative Analyse zur LDH-Freisetzung von Panc02 Zellen nach Infektion mit S. pyogenes. Angege-
ben ist der prozentuale Anteil an extrazellulärer LDH in Relation zu einer Positivkontrolle (= 100 %) nach 4 h und 
6 h Koinkubation (n=3). Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: **p<0,001 vs. Kontrolle.  
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Die Serotypen M3wt und M49wt induzierten deutliche Zellläsionen in den Tumorzellen 
(Abb. 12). Entsprechend stieg der Anteil an extrazellulärer LDH gegenüber den nicht-
infizierten Kontrollzellen nach 4 h auf 39,3 ± 7,0 % (M3wt) bzw. 62,1 ± 11,8 % (M49wt). Die 
anderen Serotypen (M6wt, M18wt, SLS-mu) führten hingegen nur zu einer marginalen Schä-
digung der Zielzellen, es konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den nicht-
infizierten Kontrollzellen detektiert werden.  
Um nun nachzuweisen, ob die durch die Bakterien vermittelte Zytotoxizität auch auf Apop-
tose beruht, wurde in einem parallelen Ansatz die durchflusszytometrische Sub-G1-Peak 
Messung durchgeführt. Die Serotypen M3wt und M49wt induzierten 4 h nach der Infektion in 
21,7 ± 3,9 % bzw. 70,6 ± 13,8 % (vs. Kontrolle 2,1 ± 0,5 %) der Panc02 Zellen eine Apoptose 
(Abb. 13 A). Interessanterweise wurde auch durch die SLS- Mutante ein deutlicher Anstieg 
von Sub-G1-Zellen beobachtet, der kennzeichnend für Apoptose ist. Die zuvor, im Rahmen 
der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen, beobachtete Zellschädigung ist demzufol-
ge auch auf apoptotische Mechanismen zurückzuführen. Die anderen Serotypen zeigten nur 
eine geringe Wirksamkeit, folglich wurden durchflusszytometrisch nur wenige apoptotische 















Abb. 13: Quantitative Analyse der Apoptoserate in Panc02 Zellen mit Hilfe durchflusszytometrischer Sub-G1-
Peak Messung. (A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Zellen mit Sub-G1-DNA Gehalt nach 4 h und 6 h 
Koinkubation (n=5). Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Kontrolle, **p<0,001 vs. 
Kontrolle. (B, C) Repräsentative durchflusszytometrische Darstellungen von Panc02 Zellen im Histogramm (B) 
ohne bakterielle Infektion und (C) nach 6 h Infektion mit dem Serotyp M49wt. Apoptotische Zellen zeigen infolge 
der DNA-Fragmentierung einen deutlichen Sub-G1-Peak (Die Zellzyklusphasen sind dargestellt: M1 = Sub-G1, 
M2 = G0/G1-, S-, G2/M - Phase). 
 
Anschließend wurde die Zytotoxizität der Bakterien gegenüber den humanen Tumorzellen 
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Serotypen. In allen humanen Tumorzellen wurden nach Infektion mit dem Serotyp M49wt 
erhöhte Mengen an extrazellulärer LDH nachgewiesen, welche für Nekrose charakteristisch 
ist. Dies gilt besonders für die Zelllinie Panc-1, bei denen bis zu 69 % der Zellen lysiert wur-
den. Hingegen konnte durch die Inkubation mit den anderen Serotypen auch nach 6 h keine 











Abb. 14: Quantitative Analyse zur LDH-Freisetzung von Panc-1 (  ), BxPC-3 (  ) und Capan-2 (  ) Zellen nach 
Infektion mit S. pyogenes. Angegeben ist der prozentuale Anteil an extrazellulärer LDH in Relation zu einer Posi-
tivkontrolle (= 100 %) nach (A) 4 h und (B) 6 h Koinkubation (n=3). Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-
Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Kontrolle. 
 
Das unterschiedliche Potential der einzelnen Serotypen zeigte sich noch deutlicher bei der 
durchflusszytometrischen Analyse apoptotischer Zellen. Hierbei wurde nach der Behandlung 
mit dem M49wt in allen Tumorzellen ein deutlicher Anstieg der Sub-G1-Fraktion beobachtet 
(Abb. 15). Die Zahl der apoptotischen Zellen schwankte nach 4 h zwischen 53 % (Capan-2 
Zellen) und 80 % (Panc-1 Zellen) und zeigte im weiteren Zeitverlauf eine kontinuierliche Zu-
nahme. Das zytotoxische Potential der anderen Serotypen war entsprechend gering, zu kei-
ner Zeit wurde eine signifikante Zunahme apoptotischer Tumorzellen beobachtet (Abb. 16). 
In einigen Zelllinien konnte man im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollzellen durch die In-
fektion mit den Bakterien in den DNA-Profilen einen G1-Arrest erkennen, jedoch keine Apop-
tose. 
Die beobachteten zytotoxischen Effekte sind somit eher auf Apoptose, als auf Nekrose zu-
rückzuführen, belegen jedoch eindeutig, dass der Serotyp M49wt die stärkste therapeutische 
Wirksamkeit gegenüber den eingesetzten Zelllinien besitzt.  
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Abb. 15: Repräsentative durchflusszytometrische Darstellungen von Panc-1, BxPC-3 und Capan-2 Zellen im 
Histogramm ohne bakterielle Infektion und nach 6h Infektion mit dem Serotyp M49wt. Apoptotische Zellen zeigen 
infolge der DNA-Fragmentierung einen deutlichen Sub-G1-Peak (Die Zellzyklusphasen sind dargestellt: 










Abb. 16: Quantitative Analyse der Apoptoserate in Panc-1 (  ), BxPC-3 (  ) und Capan-2 (  ) Zellen mit Hilfe durch-
flusszytometrischer Sub-G1-Peak Messung. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Zellen mit Sub-G1-DNA 
Gehalt nach (A) 4 h bzw. (B) 6 h Koinkubation (n=5). MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Kontrolle, 
**p<0,001 vs. Kontrolle.  
 
4.1.3.  Zusammenfassung 
Insgesamt zeigten die Untersuchungen zur Analyse des toxischen Potentials von S. pyoge-
nes gegenüber Pankreastumorzellen, dass  
- die Bakterien bei geringer Adhärenz- und Invasionsraten ein spezifisches Infektions-
muster aufweisen, welches stark serotypabhängig ist.  
- das Infektionsmuster der murinen Panc02 Zellen mit dem der humanen Pankreaskar-
zinomzellen vergleichbar ist.  
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- der Serotyp M49wt die stärkste Affinität gegenüber allen getesteten Zelllinien auf-
weist.  
- der M49wt in allen Zellen eine signifikante Zellläsion induziert, welche sowohl apopto-
tisch, als auch nekrotisch ist. 
Auf der Basis der erhobenen in vitro Daten, wurde der Serotyp M49wt konsequenterweise für 
die nachfolgende bakterielle Immuntherapie eingesetzt.  
 
4.2. Untersuchungen zur therapeutischen Wirksamkeit von S. pyoge-
nes in vivo 
4.2.1.    Überlebenskurve nach Kaplan-Meier zur Bestimmung der maximal tolerab-
len Dosis für die Antitumortherapie 
Für den therapeutischen Einsatz des bisher im Panc02-Tumormodell noch nicht verwende-
ten Bakterienstammes S. pyogenes M49wt, mussten zunächst Voruntersuchungen zur De-
termination der maximal verträglichen Dosis durchgeführt werden. Um den lokalen Effekt zu 
maximieren und die Gefahr einer potentiellen systemischen Infektion zu minimieren, wurden 
die Bakterien einmalig i. t. appliziert.  
Nach Behandlung der tumortragenden Tiere mit drei verschiedenen bakteriellen Infektions-
zahlen (105 cfu/ml, 106 cfu/ml und 107 cfu/ml) zeigte sich eine dosisabhängige Toxizität. Tie-
re, denen die höchste bakterielle Dosis appliziert wurde, entwickelten innerhalb weniger Ta-
ge klinisch eindeutige Krankheitszeichen, wie Kachexie und Ataxie. 9 Tage nach i. t. Infekti-
on waren, bedingt durch die hohe bakterielle Last, bereits 50 % der Tiere verstorben (Abb. 
17). Dahingegen betrug die Letalitätsrate bei Tieren, denen die mittlere (106 cfu/ml) und nied-
rige (105 cfu/ml) Dosis appliziert wurde, auch nach 28 Tagen <15 % (Abb. 17). Für die an-












Abb. 17: Überlebenskurve nach Kaplan-Meier. Zur Evaluierung einer nicht-toxisch letalen Dosis erhielten Tiere 
mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor eine einmalige i. t. Injektion von S. pyogenes Serotyp M49wt in drei 
verschiedenen Dosierungen. Die Tiere wurden über den Zeitraum von 28 Tagen beobachtet. Dargestellt ist der 
prozentuale Anteil an überlebenden Tieren im Zeitverlauf (n=5 pro Gruppe).  
Zeit nach Tumorzellinjektion [d]
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Bei einer weiteren Gruppe gesunder, tumorfreier Tiere wurden die Bakterien zusätzlich 
einmalig s. c. in die Flanke injiziert, um potentielle toxische Effekte im gesunden Organismus 
beurteilen zu können. Bei den Tieren zeigten sich keine Veränderungen, lediglich im Bereich 
der Injektionsstelle wurden innerhalb der ersten zwei Wochen nach bakterieller Injektion 
leichte nekrotische Läsionen beobachtet, welche jedoch keinen Einfluss auf das Verhalten 
der Tiere hatten und ebenso nicht zu hämatologischen oder immunologischen Alterationen 
führten. 
 
4.2.2. Vergleich der therapeutischen Wirksamkeit des M49wt, der SLS-mu und des 
Lysates beim Pankreaskarzinom 
Nach Evaluierung einer geeigneten Infektionszahl wurde detailliert untersucht, welche der 
gewählten Therapieschemata in vivo einen antitumoralen Effekt aufweisen. Hierzu wurden 
etablierte s. c. Pankreastumoren entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt, der SLS-mu  
oder dem Lysat (i. t. Injektion) behandelt. Die Tumoren wurden anschließend über einen Ge-
samtzeitraum von 28 Tagen auf Rückbildung hin überwacht. Als Kontrolle dienten jeweils 
tumortragende Tiere, die mit den entsprechenden Vehikel-Lösungen behandelt bzw. bei de-
nen keine Intervention vorgenommen wurde. 
Die einzelnen Behandlungen hatten unterschiedliche therapeutische Effekte. Die einmalige 
i. t. Injektion des M49wt führte zunächst zu keiner signifikanten Beeinflussung des Tumor-
wachstums. Die Tumoren zeigten innerhalb der ersten vier Tage nach Therapie ein progres-
sives Wachstum und erreichten ein Volumen von 128,6 ± 11,8 mm³ (Abb. 18). Im weiteren 
Verlauf kam es dann zur Stagnation des Tumorwachstums. Die Tumoren ulzerierten deutlich 
sichtbar und bildeten sich innerhalb von 28 Tagen bei fünf von sieben Tieren vollständig zu-
rück (Abb. 19). Bei zwei Tieren war am Tag 28 noch ein kleiner Randwall des Tumors 
makroskopisch nachweisbar (23,8 ± 9,5 mm³ vs. Vehikel-PBS 1228,1 ± 220,2 mm³, 
p<0,001). Bei Tieren, denen die SLS- Deletionsmutante i. t. appliziert wurde, zeigte sich, 
dass der Verlust des Toxins SLS, auch den therapeutischen Effekt fast aufhob. Es kam erst 
im späteren Verlauf zu einer leichten Reduktion des Tumorvolumens. Die, gegenüber den 
Kontrolltieren leichte, Wachstumsverzögerung ging mit der Ausbildung von nekrotischen und 
ulzerierten Tumorbereichen einher (Abb. 19). Das mittlere Volumen lag nach 28 Tagen bei 
771,9 ± 128,1 mm³ (Abb. 18).  
Einen deutlichen, mit denen des Wildtypstammes M49 vergleichbaren, Einfluss auf das 
Wachstum der Tumoren hatte demgegenüber die Behandlung mit dem bakteriellen Lysat, 
welches zweimal i. t. appliziert wurde. Bei zwei von sieben Tumoren (29 %) wurde eine kom-
plette Regression beobachtet. Bei den anderen Tumoren kam es 21 Tage nach Therapiebe-
ginn zu einer leichten Progression, das Volumen der Tumoren blieb jedoch gegenüber den 
Kontrolltieren signifikant erniedrigt (266,5 ± 54,9 mm³ vs. 1572,1 ± 267,4 mm³, p<0,001). 
Nach 28 Tagen konnte makroskopisch nur ein kleiner Randwall beobachtet werden, in dem 
Ergebnisse 
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sich fast keine vitalen Tumorzellen befanden (Abb. 19). Die Tiere waren somit nicht komplett 
geheilt, das Tumorwachstum war jedoch im Vergleich zu den Vehikel-PlyC1-behandelten 













Abb. 18: Antitumorale Wirksamkeit der jeweiligen Therapieschemata – Verlauf des Tumorwachstums. Tiere mit 
einem etablierten s. c. Panc02-Tumor wurden entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt, der SLS-mu oder dem 
Lysat behandelt (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. erhielten äquivalente Volumina der Vehikellösung (je n=12). Tiere 
ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). Die Erfassung des Körpergewichtes erfolgte einmal pro 
Woche. Dargestellt ist das mittlere Tumorvolumen über einen Zeitraum von 35 Tagen. Angegeben sind der MW ± 
SEM. Mann-Whitney U-Test: **p<0,001 vs. Tumorkontrolle, ##p<0,001 vs. Vehikel-PBS, §§p<0,001 vs. Vehikel-
PlyC1 .  
Abb. 19: Repräsentative Darstellungen von tumortragenden Tieren zum Zeitpunkt 28 Tage, die entweder mit S. 
pyogenes Serotyp M49wt, der SLS-mu oder dem Lysat behandelt wurden. Kontrolltiere erhielten äquivalente 
Volumina der Vehikellösung. Die Behandlung mit dem M49wt und dem Lysat führte zu einer deutlichen Tumor-
regression. Die SLS-mu induzierte dahingegen nur eine marginale Reduktion des Tumors.  
Zeit nach Tumorzellinjektion [d]
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Bei der makroskopischen Analyse der inneren Organe wurden keine pathologischen Ver-
änderungen, wie z. B. Gewebsnekrosen oder Hämorrhagien beobachtet. Auffällig war jedoch 
eine massive Splenomegalie (ca. 7-8fach vergrößerte Milz), welche exklusiv in den Tieren 
beobachtet wurde, die zuvor lokal mit vitalen Bakterien (M49wt, SLS-mu) infiziert wurden. 
Gleichzeitig wurden aus diesen Milzen bis zu zehnmal mehr Zellen isoliert, als aus denen 
Lysat-behandelter Tiere, welche ausschließlich leicht vergrößerte Milzen hatten (nicht ge-
zeigt). Einhergehend mit diesen Beobachtungen wurde keine Lysat-vermittelte Toxizität beo-
bachtet. Die Überlebensrate der Tiere betrug 100 %, wohingegen die Applikation vitaler Bak-
terien bei jeweils zwei Tieren zu Komplikationen (Lethargie der Tiere, Anorexie, Ataxie) führ-
te, welche eine Euthanasie der Tiere verlangten. Insgesamt war die Toxizität der Bakterien 
gegenüber den Tieren jedoch gering, die Überlebensrate betrug über 80 % (Abb. 20A). Der 
Vergleich des Körpergewichts aller Gruppen ergab ebenfalls keinen signifikanten Unter-
schied, obwohl bei behandelten Tieren eine transiente Gewichtsabnahme verzeichnet wurde 
(Abb. 20B).  
Insgesamt belegen die Untersuchungen, dass sowohl vitale Bakterien von S. pyogenes als 
auch avitale bakterielle Komponenten therapeutisches Potential besitzen. Die Daten lassen 
darüber hinaus den Schluss zu, dass das Toxin SLS, dessen zytolytische Wirksamkeit be-














Abb. 20: Antitumorale Wirksamkeit der jeweiligen Therapieschemata (A) Überlebenskurve nach Kaplan-Meier - 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil überlebender Tiere im Zeitverlauf. (B) Gewichtsverlauf - Dargestellt ist das 
Körpergewicht der Tiere im Zeitverlauf. Tiere mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor wurden entweder mit S. 
pyogenes Serotyp M49wt, der SLS-mu oder dem Lysat behandelt (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. erhielten äquivalen-
te Volumina der Vehikellösung (je n=12). Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). 
 
4.2.3. Analyse des Wachstums von Tumoren in Rechallenge-Untersuchungen 
Um die Funktionalität der induzierten antitumoralen Immunantwort zu überprüfen, wurden 
Tieren, die den Tumor aufgrund der Therapie zurückgebildet hatten, erneut Panc02 Zellen 
auf der kontralateralen Flanke s. c. injiziert und das Wachstum sichtbarer Tumoren über ins-
Zeit nach Tumorzellinjektion [d]
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gesamt 28 Tage überprüft. In diese Rechallenge-Untersuchungen wurden ausschließlich 
Tiere eingeschlossen, die zuvor mit dem Wildtypstamm M49 bzw. mit dem Lysat behandelt 
wurden. Bei unvollständiger Tumorregression, wurde eine Nachresektion (= R0-Resektion) 
durchgeführt, sodass die Tiere zum Zeitpunkt der zweiten Tumorzellexposition vollständig 
tumorfrei waren. Als Kontrollgruppe, sowie zum Beurteilung der Immunreaktion bei alleiniger 
lokaler Infektion im Sinne einer „präventiven Vakzinierung“ wurde tumorfreien, aber zuvor mit 
dem S. pyogenes M49wt s. c. infizierten Tieren (= M49-Kontrolle) ebenfalls eine onkogene 
Dosis Panc02 Zellen in die kontralaterale Flanke appliziert.  
 Die Untersuchungen ergaben, dass erfolgreich therapierte Tiere die Tumoren zwar nicht 
vollständig abstoßen konnten, das Tumorwachstum gegenüber naiven Tieren aber deutlich 
verzögert war (Abb. 21). Dies gilt interessanterweise sowohl für Tiere, die zuvor mit dem 
M49wt behandelt wurden, als auch für Lysat-behandelte Tiere, wodurch das Potential der 
Immuntherapie mit S. pyogenes belegt werden konnte. 28 Tage nach dem Rechallenge lag 
das mittlere Tumorvolumen in beiden Gruppen bei ca. 230 mm³ und war damit gegenüber 
Kontrolltieren signifikant verringert, deren Tumorwachstum allerdings im Vergleich zu naiven 
Tumorkontrolltieren ebenfalls leicht verzögert war. Dies lässt vermuten, dass auch die lokale 
Infektion mit S. pyogenes sekundär zur Beeinflussung des Wachstums von Panc02-Tumoren 
führt. Die M49wt Behandlung vermittelte ferner bei einem von sechs Tieren eine komplette 
Tumorregredienz. Zusammengefasst legen diese Untersuchungen den Schluss nahe, dass 
durch die eingesetzten Behandlungsschemata eine partielle protektive Immunität vermittelt 












Abb. 21: Wachstumskinetik von Panc02-Tumoren in Rechallenge-Untersuchungen. Erfolgreich therapierten Tie-
ren wurden erneut 1 x 106 Panc02 Zellen auf der kontralateralen Seite injiziert und die Bildung sichtbarer Tumo-
ren kontrolliert. Dargestellt ist das mittlere Tumorvolumen über einen Zeitraum von 28 Tagen (je n=6). Angegeben 
sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: +p<0,05 vs. M49-Kontrolle; *p<0,05 vs. Tumorkontrolle. 
 
Zeit nach Tumor-Rechallenge [d]
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4.2.4. Einfluss der Antitumortherapie auf hämatologische Parameter 
Die systemische Leukozyten- und Thrombozytenzahl lag in den Tumorkontrolltieren und den 
Vehikel-behandelten Kontrolltieren um 4 x109/L bzw. 700 x 109/L. Nach Injektion des M49wt 
konnte eine massive, transiente Leuko- und Thrombozytose beobachtet werden (Abb. 22A, 
B). Die Applikation der SLS-mu, sowie des Lysates induzierten dahingegen nur einen margi-
nalen Anstieg der Leukozyten, die Anzahl der Thrombozyten veränderte sich zunächst nicht. 
Im weiteren Verlauf kam es jedoch zu einer Abnahme der Thrombozytenwerte. Der Häma-
tokrit nahm bei Tieren, denen vitale Bakterien injiziert wurden, im Zeitverlauf sukzessive ab 
und zeigte signifikante Veränderungen ab Tag 14 nach Therapiebeginn (Abb. 22C). Demge-
genüber ergab die Analyse bei Lysat-behandelten Tieren keine Veränderung des Hämatokrit, 








Abb. 22: Anteil der (A) Leuko- und (B) Thrombozyten sowie der (C) Hämatokrit im peripheren Blut von Tieren mit 
einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt, der SLS-mu oder dem Lysat 
behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äquivalente Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12). Tiere 
ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). Physiologische Werte wurden von unbehandelten Kon-
trolltieren (n=3) erhalten. Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrolle, 
**p<0,001 vs. Tumorkontrolle, #p<0,05 vs. Vehikel-PBS, §p<0,05 vs. Vehikel-PlyC1.  
Weiterhin zeigte sich, dass die einzelnen Therapieschemata Einfluss auf das Differential-
blutbild haben. Nach M49wt Behandlung kam es gegenüber den Kontrolltieren zu einer kon-
tinuierlichen Abnahme der peripheren Lymphozyten (Tag 28: 42,7 ± 10,5 % vs. Vehikel-PBS 
71,8 ± 4,0 %), aber zu einer Zunahme des Anteils segmentförmiger, neutrophiler Granulozy-
ten (Tag 28: 51,0 ± 11,7 % vs. Vehikel-PBS 23,0 ± 3,8 %). Alle anderen Leukozytensubpo-
pulationen zeigten keine wesentlichen Veränderungen. Der im Blutbild erhobene Anstieg der 
Leukozyten ist demzufolge vorrangig auf eine Granulozytose zurückzuführen. Vergleichbare 
Werte wurden nach SLS-mu Applikation erhoben, welche auf einen postakuten proinflamma-
torischen Stimulus nach bakterieller Infektion schließen lassen. Demgemäß führte die Injek-
tion des Lysates nur zu einer marginalen Veränderung im Differentialblutbild. Der Anteil peri-
pherer Blutlymphozyten war zu allen Untersuchungszeitpunkten mit ca. 65 % auf Kontrollni-
veau. Ebenso bestanden keine Unterschiede im Anteil der Granulozyten zwischen Kontroll- 
und Lysat-behandelten Tieren.  
*# 
nach Behandlung















































































































  64 
In begleitenden Untersuchungen zur systemischen Ausbreitung von S. pyogenes, wurden 
Homogenate von der Leber und der Lunge zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Infektion 
gewonnen und zur Bakterientiterbestimmung auf Blutagarplatten ausplattiert. Parallel dazu 
erfolgte der Ausstrich von Blutproben. Bei Tieren, deren Allgemeinzustand keinen Hinweis 
auf einen systemischen Infektionsverlauf gab, konnten keine vitalen Bakterien in den Orga-
nen und dem Blut nachgewiesen werden. Dies gilt sowohl für die Tiere, denen der S. pyoge-
nes M49wt appliziert wurde, als auch für Tiere, die eine i. t. Injektion der SLS-mu erhielten. 
Dagegen wurden in zwei der mit dem M49wt i. t. infizierten Tiere vitale Bakterien in Leber, 
Lunge und im Blut detektiert. Die Bakterientiter lagen am Tag 7 nach Infektion über 106 S. 
pyogenes M49wt im Blut bzw. über 105 Streptokokken in Leber und Lunge. Diese Tiere hat-
ten entsprechende Anzeichen einer systemischen Infektion (Gewichtsverlust, Lethargie,  
Anämie) und wurden vorzeitig aus dem Versuch genommen.  
Die Ergebnisse zeigen somit, dass die lokale Gabe von Bakterien in der beschriebenen 
Dosis prinzipiell nicht zu einem systemischen Infektionsverlauf führt. Sie zeigen jedoch auch, 
dass eine systemische Dissemination von S. pyogenes, welche vermutlich auf eine ineffekti-
ve Bekämpfung der Bakterien in der frühen postakuten Phase zurückzuführen ist, entschei-
dend zur Verschlechterung des Allgemeinzustandes beiträgt und dadurch letal ist. 
 
4.2.5. Untersuchung des Einflusses der Immuntherapie auf spezifische Enzyme im 
Plasma zur Beurteilung einer potentiellen Gewebsschädigung 
Um abschließend beurteilen zu können, ob durch die Therapieschemata eine Organschädi-
gung verursacht wurde, erfolgte zusätzlich die Analyse von Enzymen im Plasma. Dabei wur-
den die Aktivitäten der Aminotransferasen ASAT und ALAT, sowie der LDH bestimmt. Nor-
malerweise findet man nur eine geringe Aktivität dieser Enzyme im Blut. Werden Leberzellen 
geschädigt oder gehen zu Grunde, steigt die Aktivität im Blut stark an. LDH zeigt als klini-
scher Laborparameter ebenfalls eine Schädigung an. Da die LDH jedoch in allen Geweben 
vorkommt, kann man bei einem erhöhten LDH-Wert nur schließen, dass an unbekannter 
Lokalisation eine Gewebeschädigung aufgetreten ist. 
 In Korrelation zu den makroskopischen Befunden der inneren Organe, ergab die Bestim-
mung der Leberenzymaktivitäten allerdings ebenfalls keinen Hinweis auf eine Schädigung. 
Bei allen Therapiegruppen wurden nahezu physiologische Aminotransferasenwerte gemes-
sen (Abb. 23A, B). Demgegenüber wurden Unterschiede in der Aktivität der LDH im Plasma 
nachgewiesen. Die Behandlung mit dem M49wt und dem Lysat führte auch am Tag 28 ge-
genüber gesunden Kontrolltieren lediglich zu einem marginalen Anstieg der LDH-Aktivität 
und bestätigte damit vorangegangene Ergebnisse (Abb. 23C). Durch die SLS-mu Infektion 
wurde jedoch ein ab Tag 14, den tumortragenden Kontrolltieren vergleichbar erhöhter LDH-
Wert gemessen, der vermutlich auf die Tumorlast zurückzuführen ist und auf einen vermehr-
ten Zerfall von Zellen hindeutet.  
Ergebnisse 
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Abb. 23: Enzymaktivität von (A) ASAT, (B) ALAT und (C) LDH im Plasma von Tieren mit einem etablierten s. c. 
Panc02-Tumor, die entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt, der SLS-mu oder dem Lysat behandelt wurden (je 
n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äquivalente Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12). Tiere ohne i. t. Injektion 
dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). Physiologische Werte wurden von unbehandelten Kontrolltieren (n=3) er-
halten. Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrolle, #p<0,05 vs. Vehikel-
PBS, §p<0,05 vs. Vehikel-PlyC1. 
 
4.2.6.  Nachweis von proinflammatorischen Th1/Th2-Zytokinen im Plasma nach      
therapeutischer Intervention 
Die Mechanismen der durch S. pyogenes vermittelten Tumorwachstumsbeeinflussung sind 
vermutlich auf auch eine Aktivierung des Immunsystems zurückzuführen. Erste Hinweise auf 
eine immunologische Beteiligung können proinflammatorische Zytokine im Plasma geben. 
Entsprechend erfolgte in diesen Untersuchungen die Bestimmung von IL-3, IL-5, IL-6, IL-10, 
G-CSF, GM-CSF, TNF-α und IFN-γ, dessen Ergebnisse sind in Abb. 24 zusammengefasst. 
 Die bakteriolytische Therapie mit dem M49wt führte zu einer transienten, aber massiven 
Zunahme der proinflammatorischen Th1-Zytokine G-CSF, TNF-α, IFN-γ und IL-3, welche von 
T-Zellen im Rahmen ihres Aktivierungsprozesses sezerniert werden. Am Tag 14 nach Infek-
tion kam es zusätzlich zu einem 7- bzw. 15-fachen Anstieg der Th2-Zytokine IL-5 und IL-6. 
Zu späteren Zeitpunkten wurde dann vermehrt GM-CSF im Plasma nachgewiesen, welches 
für die Rekrutierung und Reifung von Lymphozyten verantwortlich ist und damit zur Aufrecht-
erhaltung der Immunantwort beiträgt. Die Behandlung mit dem Lysat führte zu etwas ande-
ren Ergebnissen, wobei die Th1-gerichtete Zytokinantwort dominierte. Besonders auffällig 
war die deutliche und über den gesamten Beobachtungszeitraum konstant erhöhte IFN-γ 
Konzentration im Plasma, sowie eine kontinuierliche Zunahme des von Makrophagen, APC 
und NK-Zellen sezernierten proinflammatorischen TNF-α, wodurch antitumorale Immunant-
worten verstärkt werden können. Korrelierend kam es auch insbesondere zu späteren Zeit-
punkten nach Therapie zu einer Zunahme von G-CSF und GM-CSF im Plasma. Die Th2-
Zytokine IL-5 und IL-6 wurden dagegen nur transient vermehrt detektiert. Dies gilt in adäqua-
ter Weise für IL-10, dessen Konzentration generell in den tumortragenden Tieren etwas hö-
nach Behandlung
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her war (ca. 2fach), als in naiven Kontrolltieren und auf eine leichte, tumor-bedingte Immun-
suppression hindeutet. 
 Entsprechend der geringen antitumoralen Effekte der SLS-mu in vivo, bestätigten auch die 
Zytokinprofile nur eine geringe, und gegenüber den anderen beiden Therapieschemata zeit-
lich verzögerte Immunstimulierung. In der postakuten Phase, an den Tagen 7 und 14 kam es 
zu einer leichten Zunahme an sezerniertem IL-3, IL-6 und IFN-γ. Im weiteren Verlauf wurden 
dann auch die Th1-Zytokine G-CSF und GM-CSF, sowie TNF-α erhöht nachgewiesen, die 
aber nur zu einer marginalen Beeinflussung des Tumorwachstums in vivo beitragen konnten 
(s. 4.2.2.). Diese Befunde zeigen damit, dass eine frühe und starke Aktivierung des Immun-







































































































































































































































































































Abb. 24: Th1/Th2 Zytokinprofile im Plasma von Tieren mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die entweder mit 
S. pyogenes Serotyp M49wt, der SLS-mu oder dem Lysat behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äquiva-
lente Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12). Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere 
(n=12). Physiologische Werte wurden von unbehandelten Kontrolltieren (n=3) erhalten. Die Daten sind als relati-
ver Anstieg im Verhältnis zu unbehandelten Kontrolltieren angegeben, welche eins gesetzt wurden. Angegeben 




Die tierexperimentellen Untersuchungen zum Nachweis des therapeutischen Potentials von 
S. pyogenes in Panc02-tumortragenden Tieren ergaben, dass 
- Bakterien des Stammes S. pyogenes prinzipiell antitumoral wirksam sind, der Verlust 
des zytolytischen Toxins SLS den therapeutischen Effekt allerdings fast vollständig 
aufhebt. 
- ein bakterielles Lysat von S. pyogenes M49wt ein ähnliches antitumorales Potential 
besitzt wie das vitale Bakterium. 
- durch die Behandlung mit S. pyogenes proinflammatorische Th1 und Th2 Zytokine 
produziert werden, welche die Generierung tumorreaktiver immunologischer Effektor-
zellen triggern, die dann zur Wachstumsverzögerung der Tumoren beitragen können. 
 
4.3. Immunologischer Nachweis der therapeutischen Wirksamkeit von 
S. pyogenes 
Aus den vorangegangenen Untersuchungen ergab sich die Frage, inwiefern die beobachte-
ten antitumoralen Effekte auch auf immunologische Mechanismen zurückzuführen sind und 
ob durch die Therapieregime spezifisch immunologische Effektorzellen generiert werden. Um 
dies zu beantworten, erfolgte zunächst die phänotypische Charakterisierung peripherer Blut-
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4.3.1. Immunophänotypisierung der Lymphozytensubpopulationen im peripheren 
Blut und in der Milz mittels Durchflusszytometrie 
In Korrelation mit dem beobachteten antitumoralen Effekt in vivo, sowie den erhobenen Zy-
tokinprofilen, zeigte sich, dass sowohl der M49wt, als auch das Lysat eine starke proinflam-
matorische systemische Immunreaktion auslösen (Abb. 25). In beiden Therapiegruppen 
wurden auch nach längerer Zeit signifikant vermehrt CD11b-positive Monozyten und Granu-
lozyten im peripheren Blut detektiert, die jedoch nach bakteriolytischer Therapie mit dem 
M49wt am stärksten ausgeprägt war (Abb. 25). Außerdem kam es zu einer kontinuierlichen 
Zunahme an zirkulierenden NK-Zellen, welche am Tag 28 nach Therapiebeginn mit 40 % 
(M49wt) bzw. 42 % (Lysat) gegenüber Kontrolltieren (17 %) deutlich erhöht waren. Diese 
Zellen besitzen neben der Fähigkeit Zielzellen direkt zu lysieren zusätzlich das Potential, 
nach Aktivierung als Effektorzellen spezifische Abwehrmechanismen zu induzieren und 
schließlich antitumorale Effekte zu verstärken. 
 
Abb. 25: Repräsentative durchflusszytometrische Darstellung von peripheren Blutleukozyten tumortragender 
Tiere zum Zeitpunkt 28 Tage, die entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt oder dem Lysat behandelt wurden (je 
n=7). Die in dieser Abbildung aufgeführte Kontrolle ist repräsentativ für alle Kontrollgruppen. In der FSC/SSC 
Darstellung sind deutlich die unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen erkennbar. Die Kontrolltiere zeigen 
ein unauffälliges Bild, mit einem geringen granulozytären und monozytären Anteil. Nach der Behandlung kommt 
es zu einer deutlichen Zunahme der Granulozyten- und Monozytenpopulation, welche mit erhöhtem Anteil an 







 Demgegenüber wurden keine Unterschiede im Expressionsmuster der T-Zellen beobach-
tet. Der Anteil an zytotoxischen CD8+ T-Zellen und CD4+ T-Helferzellen war zu allen Unter-
 
 











   Kontrolle  Lysat  M49wt 









  69 
suchungszeitpunkten zwischen den Behandlungsgruppen vergleichbar. Dies gilt in ähnlicher 
Weise für die B-Zellen, deren Anteil zwischen 30-40 % lag.  
 In parallelen Untersuchungen wurden Lymphozyten der Milz charakterisiert. Tiere, die mit 
dem M49wt behandelt wurden, zeigten insbesondere in der postakuten Phase eine deutliche 
Zunahme von Zellen der nicht-adaptiven Immunabwehr in der Milz. Makrophagen, Monozy-
ten und reife Granulozyten (CD11b+, Gr1+) wurden innerhalb der ersten 14 Tage nach S. 
pyogenes Infektion vornehmlich nachgewiesen (Abb. 26). Demgegenüber waren nach Ly-
satbehandlung nur marginal mehr CD11b bzw. Gr1-positive Zellen in der Milz vorhanden, als 
in den Kontrolltieren. Allerdings kam es, wie bereits im Blut beobachtet, zu einer kontinuierli-
chen Zunahme von NK-Zellen (Abb. 26). 
 












Abb. 26: Quantitative Analyse zur durchflusszytometrischen Untersuchung des relativen Anteils CD11b-, Gr1- 
und NK1.1-positiver Leukozyten in der Milz von Tieren mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die entweder 
mit S. pyogenes Serotyp M49wt oder dem Lysat behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äquivalente Volu-
mina der Vehikellösung erhielten (je n=12). Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). Physio-
logische Werte wurden von unbehandelten Kontrolltieren erhalten (n=3). Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-
Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrolle, #p<0,05 vs. Vehikel-PBS, §p<0,05 vs. Vehikel-PlyC1. 
 
 Bei einem Teil der NK1.1-positiven Zellen wurde simultan CD11c (DC Marker) auf der   
Oberfläche nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, dass durch die Therapie mit dem M49wt 
und dem Lysat vermehrt Natural killer dendritic cells (NKDC) in der Milz vorhanden sind. 
Diese Subpopulation von DCs besitzt Eigenschaften von NK-Zellen (NK1.1+) und agiert als 
Vermittler zwischen nicht-adaptiver und adaptiver Immunität (134). Der Anteil an NKDCs 
stieg initial nach bakteriolytischer M49wt- auf 2,2 ± 0,4 % und auf 3,5 ± 0,7 % nach Lysatbe-
handlung und blieb bis zum Tag 28 nach Therapiebeginn gegenüber nicht-therapierten Tie-
ren erhöht (Abb. 27). Darüber hinaus zeigten die Untersuchungen, dass einige NK1.1+ Zellen 
neben CD11c, ebenfalls CD45R auf der Oberfläche tragen. CD11c+ NK1.1+ CD45R+ Zellen, 
gehören zu den NKDCs und besitzen vergleichbare antitumorale Eigenschaften. Diese Zel-
len werden, entsprechend ihrer Fähigkeit, große Mengen an IFN-γ sezernieren, als 
*§ 
nach M49wt Behandlung
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Interferon-gamma producing killer dendritic cells (IKDC) bezeichnet, die verschiedene Im-
munprozesse stimulieren können (135). IKDC wurden insbesondere am Tag 7 nach M49wt- 
und Lysatbehandlung in erhöhter Menge in der Milz nachgewiesen (Abb. 28). Dieser Anstieg 
korrelierte mit einer Zunahme von proinflammatorischem IFN-γ im Plasma (s. 4.2.6.).  
 
Abb. 27: Repräsentative durchflusszytometrische Darstellung von CD11c+ NK1.1+ NKDCs in der Milz tumortra-
gender Tiere zum Zeitpunkt 7 Tage, die entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt oder dem Lysat behandelt 
wurden (n=6). Die in dieser Abbildung aufgeführte Kontrolle ist repräsentativ für alle Kontrollgruppen.  
Abb. 28: Repräsentative durchflusszytometrische Analyse von IKDCs in der Milz tumortragender Tiere zum Zeit-
punkt 7 Tage, die entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt oder dem Lysat behandelt wurden (n=6). Die in die-
ser Abbildung aufgeführte Kontrolle ist repräsentativ für alle Kontrollgruppen. In der FL1/SSC-Darstellung sind die 
CD11c+ Zellen erkennbar. Um diese Zellpopulation wurde ein elektronisches „Gate“ gelegt (oberer Teil). Für die 
Darstellung der CD45R+ NK1.1+-Zellen wurde dieses „Gate“ aktiviert, woraus der Anteil CD11c+ NK1.1+ CD45R+ 
Zellen resultiert (unterer Teil).  
 
Parallel wurden sowohl nach M49wt- als auch nach Lysatbehandlung vermehrt aktivierte 
Zellen (CD80+, CD86+) in der Milz detektiert (Abb. 29A), was die allgemeine systemische 
Immunstimulierung nach bakteriolytischer Therapie aufgezeigt. Die stetige Zunahme des 
Transferrinrezeptors CD71, welche exklusiv in Splenozyten von M49wt-therapierten Tieren 
erfasst wurde, ist ferner auf einen körpereigenen antibakteriellen Abwehrmechanismus 
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zurückzuführen. Durch die erhöhte Zahl an CD71 Rezeptoren auf der Zelloberfläche ist das 
Eisenangebot für S. pyogenes reduziert, wodurch die bakterielle Infektion kontrolliert wird 
(Abb. 29A). Am Tag 28 nach M49wt Infektion wurde bei über 80 % der Zellen der Transfer-
rinrezeptor nachgewiesen. Gleichzeitig kam es zu einer deutlichen Abnahme der CD4+- und 
CD8+- Zellpopulationen in der Milz (Abb. 29B), was auf die Migration der Zellen in lymphoide 
Organe hindeutet. L-Selektin, welches auf naiven T-Zellen exprimiert wird, wurde ebenfalls 
stetig herunterreguliert. Die Behandlung mit dem Lysat zeigte ein konträres Bild mit initial 
signifikanter Induktion von L-Selektin, sowie einer transienten, leichten Zunahme der T-
Zellen (Abb. 29B). 






















Abb. 29: Quantitative Analyse zur durchflusszytometrischen Untersuchung des relativen Anteils (A) CD80-, 
CD86- und CD71-positiver Leukozyten bzw. (B) CD4-, CD8- und CD62L-positiver Leukozyten in der Milz von 
Tieren mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt oder dem Lysat 
behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äquivalente Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12). Tiere 
ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). Physiologische Werte wurden von unbehandelten Kon-
trolltieren erhalten (n=3). Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrol-
le,**p<0,001 vs. Tumorkontrolle; #p<0,05 vs. Vehikel-PBS, ##p<0,001 vs. Vehikel-PBS, §p<0,05 vs. Vehikel-PlyC1. 
 
Ebenso induzierte die Lysatbehandlung einen massiven Anstieg der CD19+- und CD40+-
Zellfraktion auf 49 % bzw. 62 % am Tag 7 (p< 0,05 bzw. p<0,001 vs. Vehikel-PlyC1), sowie 
nach M49wt Behandlung
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eine kontinuierlich vermehrte Expression des Adhäsionsmoleküls ICAM (CD54), welcher als 
wichtiger Mediator der zellulären Migration agiert und auch auf NK-Zellen zu finden ist. Die 
Applikation von M49 führte ebenfalls zur Heraufregulation von CD54, interessanterweise 
kam es allerdings neben der Auswanderung von T-Zellen zusätzlich zu einer kontinuierlichen 














Abb. 30: Quantitative Analyse zur durchflusszytometrischen Untersuchung des relativen Anteils CD19-, CD40- 
und CD54-positiver Leukozyten in der Milz von Tieren mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die entweder mit 
S. pyogenes Serotyp M49wt oder dem Lysat behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äquivalente Volumina 
der Vehikellösung erhielten (je n=12). Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). Physiologi-
sche Werte wurden von unbehandelten Kontrolltieren erhalten (n=3). Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-
Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrolle, **p<0,001 vs. Tumorkontrolle, #p<0,05 vs. Vehikel-PBS, §p<0,05 vs. 
Vehikel-PlyC1, §§p<0,001 vs. Vehikel-PlyC1. 
 
4.3.3. Einfluss der Antitumortherapie auf regulatorische T-Zellen  
Verschiedene Daten aus der Literatur weisen darauf hin, dass Treg, welche antitumorale Im-
munantworten supprimieren, vermehrt in Panc02-tumortragenden Mäusen vorkommen (61). 
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden CD4+ CD25+ Foxp3+ Zellen im peri-
pheren Blut nachgewiesen. Es zeigte sich, dass die Anzahl der Zellen im Blut nach Tumorin-
duktion nicht erhöht ist. Bei gesunden, tumorfreien Tieren beträgt der Anteil an Treg ca. 2,5 % 
der Lymphozyten, nach Induktion s. c. Panc02-Tumoren wurden bei 2,1 ± 0,3 % der Zellen 
die Oberflächenmarker CD4 und CD25 simultan detektiert. Innerhalb dieser Zellpopulation 
waren ca. 70 % ebenfalls Foxp3 positiv (Abb. 31A). Die Behandlung mit dem M49wt, sowie 
dem Lysat führte überdies zunächst zu keiner Veränderung der Treg. Am Tag 28 kam es je-
doch in beiden Therapiegruppen zu einer Reduktion der Anzahl CD4+ CD25+ Zellen (Abb. 
31A). Parallel dazu nahm der Anteil Foxp3+ Zellen der CD4+ CD25+ Zellfraktion deutlich ab 
(Abb. 31B). Eine eindeutige Korrelation zwischen dem Vorkommen von Treg im Blut und der 
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Abb. 31: Durchflusszytometrische Untersuchung von  im peripheren Blut. (A) Quantitative Analyse CD4+ CD25+ 
und Foxp3+ Zellen von Tieren mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die entweder mit S. pyogenes Serotyp 
M49wt oder dem Lysat behandelt wurden (je n=3 pro Zeitpunkt) bzw. äquivalente Volumina der Vehikellösung 
erhielten (je n=12). Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). Physiologische Werte wurden 
von unbehandelten Kontrolltieren erhalten (n=3). Angegeben sind der MW ± SEM. (B) In der FSC/SSC-
Darstellung sind die Lymphozyten nach Dichtegradientenzentrifugation erkennbar (Zeitpunkt 28 Tage). Um diese 
Zellpopulation wurde ein elektronisches „Gate“ gelegt (oberer Teil). Für die Darstellung der CD4+ CD25+-Zellen 
wurde dieses „Gate“ aktiviert, woraus der Anteil CD4+ CD25+ Zellen resultiert (mittlerer Teil). Die Darstellung 
Foxp3+ Zellen erfolgte, indem ein weiteres elektronisches „Gate“ um die CD4+ CD25+ Zellpopulation gelegt und 
nachfolgend aktiviert wurde (unterer Teil). Ein repräsentatives Experiment ist dargestellt. 
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4.3.3. Nachweis der IFN-γ Sekretion aus Lymphozyten infolge der Kultivierung mit 
 syngenen Zielzellen  
Zur ex vivo Untersuchung der Spezifität der antitumoralen Immunantwort wurde die antigen-
induzierte Freisetzung von IFN-γ aus Milzlymphozyten (Th1- und NK-Zellen) nach über Nacht 
Kokultivierung mit syngenen malignen (Panc02, EL4, CMT-93) und nicht-malignen Zellen 
(MC3T3-E1, PBMC) mittels ELISpot in einem Effektor zu Target Verhältnis von 10:1 be-
stimmt.  
 Diese Untersuchungen ergaben, dass alle syngenen Tumorzellen, also neben Panc02, 
auch EL4 (Lymphom) und CMT-93 (Rektumkarzinom) zeitabhängig die Freisetzung von  
IFN-γ aus Lymphozyten M49wt-therapierter Tiere triggerten (Abb. 32A). In der frühen post-
akuten Phase nach bakteriolytischer Therapie wurde eine Zunahme der Spot-Anzahl um 
mehr als den Faktor zwei detektiert. Entsprechend des reduzierten Anteils CD4+ und CD8+ T- 
Zellen in der Milz zu späteren Untersuchungszeitpunkten wurden am Tag 28 nur wenige IFN-
γ sezernierende Lymphozyten nachgewiesen (Abb. 32A). Die Reaktivität der Splenozyten 
gegen verschiedene Tumorentitäten lässt ferner darauf schließen, dass die syngenen Tu-
morzellen Panc02, EL4 und CMT-93 gleiche Zielstrukturen tragen, die von Lymphozyten 
erkannt werden. Entsprechend vermittelten die Kontrollzellen (MC3T3-E1, PBMC) keine T-
Zellantwort (Abb. 32B). Die Spezifität der antitumoralen Immunantwort wurde darüber hinaus 
durch die fehlende IFN-γ Freisetzung aus Lymphozyten von Kontrolltieren belegt. 
Die Lysatbehandlung führte ebenfalls zu einer deutlichen Zunahme der Anzahl IFN-γ pro-
duzierender Zellen, welche gegenüber Panc02 Zellen an den Tagen 7 und 14 signifikant 
erhöht war (p<0,05 vs. Tumorkontrolle). Darüber hinaus zeigte sich, dass die syngenen Tu-
morzellen EL4 und CMT-93 -wie bereits nach M49wt Behandlung- die Sekretion von IFN-
γ aus Lymphozyten vermitteln (Abb. 32C), wodurch belegt werden konnte, dass die immuno-
logischen Effektorzellen eine breite Tumorreaktivität aufweisen. Die Spezifität der Reaktion 
wurde ferner dadurch bestätigt, dass Kontrollzellen keine Zytokinfreisetzung triggerten (Abb. 
32D). Überdies wurden nach Kokultur von Lymphozyten nicht-therapierter Kontrolltiere keine 
Unterschiede in der Anzahl der IFN-γ-Spots nachgewiesen. 
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Abb. 32: IFN-γ ELISpot sezernierender T-Zellen der Milz nach Kokultur mit malignen Panc02, EL4 und CMT-93 
Zellen bzw. nicht-malignen MC3T3-E1 Zellen und PBMCs. Die Ergebnisse sind dargestellt als IFN-γ Spots pro 
105 Zellen. Die Lymphozyten wurden von Tieren mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die entweder mit (A, 
B) S. pyogenes Serotyp M49wt oder (C, D) dem Lysat behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äquivalente 
Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12), gewonnen. Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere 
(n=12). Physiologische Werte wurden von unbehandelten Kontrolltieren erhalten (n=3). Angegeben sind der MW 
± SEM aus jeweils drei Versuchsansätzen von drei unabhängigen Experimenten. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 
vs. Tumorkontrolle, #p<0,05 vs. Vehikel-PBS. 
 
4.3.4. Analyse der lytischen Aktivität von Lymphozyten gegenüber syngenen Ziel-
 zellen 
Zur Beurteilung der Funktionalität der induzierten Immunantwort wurden in Zytotoxizitätsun-
tersuchungen aus mesenterialen und paraaortalen Lymphknoten gewonnene Lymphozyten 
mit Zielzellen (Panc02, EL4, CMT-93, MC3T3-E1, PBMC) in einem Effektor zu Target Ver-
hältnis von 30:1 über Nacht kokultiviert. Der Nachweis der Zielzelllyse erfolgte durch die 
Messung der LDH, welches aus Zellen nach irreversibler Membranschädigung freigesetzt 
wird.  
Dabei wurde eine infolge der Behandlung mit dem M49wt spezifische Lyse der Tumorzel-
len nachgewiesen, die mit der Dauer der Infektion kontinuierlich zunahm (Abb. 33 A). Bis 
zum Tag 28 nach bakteriolytischer Therapie stieg die lytische Aktivität der Lymphozyten 
nach M49wt Behandlung
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gegenüber Panc02 Zellen auf 51 ± 3 %. Um zu überprüfen, ob diese durch Lymphozyten-
vermittelte Lyse der Zielzellen auch auf apoptotische Mechanismen zurückzuführen ist, wur-
den in durchflusszytometrischen Analysen zusätzlich CFSE-gefärbte apoptotische und 
nekrotische Zellen diskriminiert. Hierbei wurden initial nach Therapiebeginn vornehmlich  
frühapoptotische Panc02 Zellen anhand der intrazellulären Caspaseaktivität identifiziert 
(Abb. 34). Zu späteren Zeitpunkten zeigte sich, in Korrelation mit der Zunahme der LDH-
Aktivität, dass die Lymphozyten sowohl apoptotischen, als auch nekrotischen Zelltod vermit-
teln, in dessen Konsequenz die Integrität der Plasmamembran verloren geht (Abb. 34). 
Demzufolge kommt es infolge der Therapie zu einer graduellen Zunahme des spezifischen 










Abb. 33: Analyse der lytischen Aktivität von Lymphozyten gegenüber (A) malignen Panc02, EL4 und CMT-93 
Zellen bzw. (B) nicht-malignen MC3T3-E1 Zellen und PBMCs. Die Ergebnisse sind dargestellt als prozentuale 
Zytotoxizität von Lymphozyten in einem Effektor:Target Verhältnis von 30:1. Die Lymphozyten wurden von Tieren 
mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die mit S. pyogenes Serotyp M49wt behandelt wurden (je n=7 pro 
Zeitpunkt) bzw. äquivalente Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12), gewonnen. Tiere ohne i. t. Injektion 
dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). Physiologische Werte wurden von unbehandelten Kontrolltieren erhalten 
(n=3). Angegeben sind der MW ± SEM aus jeweils drei Versuchsansätzen von drei unabhängigen Experimenten. 
Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrolle, #p<0,05 vs. Vehikel-PBS. 
 
Abb. 34: Repräsentative durchflusszytometrische Darstellung der lytischen Aktivität von Lymphknoten-
Lymphozyten gegenüber CFSE-gefärbten Panc02 Zellen in Kontrolltieren bzw. zum Zeitpunkt 7 und 28 Tage 
nach M49wt Behandlung. Um die Panc02 Zellpopulation wurde ein elektronisches „Gate“ gelegt (links). Für die 
Darstellung (früh- und spät-) apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen wurde dieses „Gate“ aktiviert, woraus der 
Anteil „toter“ Panc02 Zellen resultiert. Den Hintergrund machten spontan „tote“ Zellen aus, dessen Anteil jeweils 
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Ferner bestätigte sich die, bereits im ELISpot beobachtete, lymphozytäre Kreuzreaktivität 
gegen syngene EL4 und CMT-93 Tumorzellen, die zu allen Untersuchungszeitpunkten über 
35 % lag (Abb. 33A) und damit Ausdruck einer Induktion tumorspezifischer T-Zellantworten 
ist, obgleich im Rahmen der Untersuchungen nicht abschließend geklärt werden konnte, 
gegen welche Tumorzell-Epitope die T-Zellen gerichtet sind. Die Spezifität der induzierten 
antitumoralen Immunreaktion wurde jedoch bestätigt, indem Lymphozyten gegenüber nicht-
malignen Kontrollzellen (MC3T3-E1, PBMC) nur eine marginale lytische Aktivität aufzeigten 
(Abb. 33B).  
Nach der Behandlung mit dem Lysat konnte zeitabhängig ebenfalls eine erhöhte LDH-
Freisetzung aus Panc02 Zellen nachgewiesen werden. Die stärkste zytotoxische Aktivität der 
Lymphozyten wurde am Tag 21 gemessen (Abb. 35A), was in Konkordanz mit der im ELI-
Spot beobachteten Reaktivität steht. Daraus resultierend wurden bei den durchflusszyto-
metrischen Analysen ebenfalls am Tag 21, 39,4 ± 3,1 % bzw. 7,4 ± 2,0 % der Panc02 Zellen 
als spätapoptotisch bzw. nekrotisch detektiert. Frühapoptotische Zellen, die aufgrund der 
Membranintegrität den Avitalfarbstoff 7-AAD ausschließen konnten, wurden allerdings auch 
zu späteren Zeitpunkten nur vereinzelt identifiziert (Abb. 36). Diese Resultate weisen somit 














Abb. 35: Analyse der lytischen Aktivität von Lymphozyten gegenüber (A) malignen Panc02, EL4 und CMT-93 
Zellen bzw. (B) nicht-malignen MC3T3-E1 Zellen und PBMCs. Die Ergebnisse sind dargestellt als prozentuale 
Zytotoxizität von Lymphozyten in einem Effektor:Target Verhältnis von 30:1. Die Lymphozyten wurden von Tieren 
mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die mit dem Lysat behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äqui-
valente Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12), gewonnen. Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumor-
kontrolltiere (n=12). Physiologische Werte wurden von unbehandelten Kontrolltieren erhalten (n=3). Angegeben 
sind der MW ± SEM aus jeweils drei Versuchsansätzen von drei unabhängigen Experimenten. Mann-Whitney U-
Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrolle,  §p<0,05 vs. Vehikel-PlyC1. 
nach Lysatbehandlung

































































Abb. 36: Repräsentative durchflusszytometrische Darstellung der lytischen Aktivität von Lymphknoten-
Lymphozyten gegenüber CFSE-gefärbten Panc02 Zellen in Kontrolltieren bzw. zum Zeitpunkt 7 und 28 Tage 
nach Lysatbehandlung. Um die Panc02 Zellpopulation wurde ein elektronisches „Gate“ gelegt (links). Für die 
Darstellung (früh- und spät-) apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen wurde dieses „Gate“ aktiviert, woraus der 
Anteil „toter“ Panc02 Zellen resultiert. Den Hintergrund machten spontan „tote“ Zellen aus, dessen Anteil jeweils 
unter 10 % lag.  
 
 Im Rahmen der weiterführenden Untersuchungen, bei denen die Lymphozyten-vermittelte 
Lyse syngener Tumorzellen (EL4, CMT-93) nach Lysatbehandlung quantifiziert wurde, zeigte 
sich interessanterweise nur eine marginale zytotoxische Aktivität, welche zu allen Untersu-
chungszeitpunkten auf Kontrollniveau lag (Abb. 35A). Diese Ergebnisse unterscheiden sich 
somit von den nach bakteriolytischer M49wt-Therapie erhobenen Daten. Daraus lässt sich 
schließen, dass durch die Lysatbehandlung tumorantigen-spezifische Effektorzellen generiert 
wurden, deren Reaktivität ausschließlich gegen Epitope gerichtet ist, die von Panc02 Zellen 
exprimiert werden. Diese Hypothese konnte zusätzlich durch die fehlende lytische Aktivität 
von Lymphozyten aus therapierten Tieren gegenüber den Fibroblasten (MC3T3-E1) und 
PBMCs bestätigt werden (Abb. 35B). 
Anschließend sollte die Frage beantwortet werden, ob durch die gewählten Therapiesche-
mata auch nach längerer Zeit noch tumorreaktive Lymphozyten nachweisbar sind bzw. ob 
sich eine tumorspezifische Gedächtnisantwort entwickelt hat. In Rechallenge-Experimenten 
zeigte sich, dass durch die M49wt- und die Lysatbehandlung keine vollständige protektive 
Immunität vermittelt wird. Zum in vitro Nachweis reaktiver Lymphozyten wurden 28 Tage 
nach dem Rechallenge Lymphozyten aus mesenterialen und paraaortalen Lymphknoten 
M49wt- und Lysat-behandelter Tiere entnommen und deren Funktionalität ex vivo analysiert. 
Hierzu wurden die Lymphozyten mit CFSE-gefärbten Panc02 Zellen für 20 h kokultiviert und 
die Zelllyse anschließend durchflusszytometrisch anhand CFSE/Propidiumjodid-positiver 
Zellen bestimmt (Abb. 37B). Die Anzahl doppelt positiver Panc02 Zellen gab dabei Auf-
schluss über die zellvermittelte Toxizität. Bei diesen Untersuchungen konnte infolge der Kul-
tivierung mit Lymphozyten aus M49wt-Tieren bei 60 % der Zellen (p<0,05) eine Lyse nach-
gewiesen werden (Abb. 37A). In parallelen stichprobenartigen Analysen wurden die Zellen 
nach Färbung von Oberfächenantigenen vornehmlich als CD3+ CD8+, CD19+ und NK1.1+ 
identifiziert. Die beobachteten Effekte sind damit tumorspezifisch. Dies gilt in vergleichbarer 
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Weise für Tiere, die zuvor mit dem Lysat behandelt wurden. Dabei wurden durchflusszyto-
metrisch 54 % CFSE/Propidiumjodid-positive Panc02 Zellen detektiert, welche durch die 
Lymphozyten lysiert wurden (Abb. 37).  
 
Abb. 37: Analyse der lytischen Aktivität von Lymphozyten gegenüber Panc02 Zellen. (A) Die Ergebnisse sind 
dargestellt als prozentuale Zytotoxizität von Lymphozyten in einem Effektor:Target Verhältnis von 30:1. (B) Re-
präsentative durchflusszytometrische Darstellung der lytischen Aktivität von Lymphknoten-Lymphozyten aus M49-
Kontrolltieren und Rechallenge Tieren gegenüber CFSE-gefärbten Panc02 Zellen. Um die Panc02 Zellpopulation 
wurde ein elektronisches „Gate“ gelegt (links). Für die Darstellung CFSE/Propidiumjodid-positiver Zellen wurde 
dieses „Gate“ aktiviert, woraus der Anteil „toter“ Panc02 Zellen resultiert. Den Hintergrund machten spontan „tote“ 
Zellen aus, dessen Anteil jeweils unter 10 % lag. 
 
Die lytische Aktivität war durch T-und B-Zellen, sowie NK-Zellen mediiert. Diese Befunde 
weisen darauf hin, dass auch nach längerer Beobachtungszeit tumorreaktive Zellen vorhan-
den sind, die zytolytisches Potential besitzen. Die Anzahl der Zellen ist jedoch vermutlich zu 
gering, um in vivo die Entwicklung palpabler Tumoren vollständig zu inhibieren, welche je-
doch deutlich verzögert ist. 
 
4.3.5. Zusammenfassung 
Innerhalb der ex vivo Untersuchungen zur phänotypischen und funktionellen Charakterisie-
rung der Immunreaktion therapierter Tiere wurde nachgewiesen, dass 
- sowohl die vitalen Bakterien des Wildtypstammes M49, als auch dessen Lysat eine 
starke systemische proinflammatorische Reaktion vermitteln, die initial vornehmlich 
durch Zellen der nicht-adaptiven Immunabwehr (Monozyten, Granulozyten, NK-
Zellen) dominiert wird, im weiteren Verlauf spezifische Immunzellen aktiviert werden 
und simultan die Anzahl zirkulierender immunsupprimierender CD4+ CD25+ Foxp3+ 
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- durch die bakteriolytische Therapie mit dem M49wt tumorreaktive Lymphozyten ge-
neriert werden, die ex vivo reaktivierbar sind und lytisches Potential gegenüber syn-
genen Tumorzellen verschiedener Entitäten besitzen. 
- die Lysatbehandlung dagegen die Generierung von Effektorzellen triggert, die insbe-
sondere gegen Panc02 Zellen reaktiv sind. 
- zusätzlich zur lytischen Aktivität gegenüber Tumorzellen in vitro, eine partielle protek-
tive Immunität in vivo mediiert wird. 
 
4.4. Histomorphologie und Immunhistochemie des Pankreastumorge-
 webes   
Zur histologischen Beurteilung wurden Pankreastumoren von Tieren, die entweder mit dem 
M49wt oder mit dem Lysat behandelt wurden, sowie von unbehandelten bzw. Vehikel-
behandelten Tieren zu entsprechenden Zeitpunkten entnommen. Von den Resektaten wur-
den Gefrierschnitte angefertigt und anschließend Übersichtspräparate anhand der HE-
Färbung erstellt. 
 Tumoren von Kontrolltieren zeigten ein undifferenziertes pleomorphkerniges Tumorgewebe 
mit einzelnen fokalen Nekrosen (Abb. 38). Diese nekrotischen Areale wurden vornehmlich in 
Tumoren beobachtet, deren Wachstum mindestens über einen Zeitraum von vier Wochen 
erfolgte und vermutlich auf eine wachstumsbedingte verminderte Sauerstoffversorgung im 
Tumor zurückzuführen ist. Daraus resultiert die Korrelation zwischen Tumorgröße und 
Nekroseausbildung. Dabei zeigten sich keine Unterschiede zwischen Resektaten von Kon-
trolltieren ohne i. t. Injektion und denen mit i. t. Vehikelapplikation. Demzufolge wird durch die 
gewählte Applikationsart weder ein proinflammatorischer Stimulus noch eine Wachstumsal-









Abb. 38: Lichtmikroskopische Präparate von soliden Tumoren aus unbehandelten Kontrolltieren. (A) zeigt undiffe-
renziertes Tumorgewebe ohne Nekrosen zu einem frühen Untersuchungszeitpunkt (14 Tage nach Tumorzellinjek-
tion). (B) zeigt Gewebe eines lokal weit fortgeschrittenen Tumors mit fokalen Nekrosen (HE-Färbung, Originalver-
größerung 400fach).  
 
Von einigen Kontrolltieren wurden zusätzlich Organproben entnommen, um eventuelle pa-
thologische Veränderungen zu identifizieren, die infolge des Tumorwachstums auftreten. 
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Leberresektate, Milzen, Nieren und Pankreata der Tiere zeigten dabei lichtmikroskopisch 
unauffälliges Gewebe mit intakter Morphologie und regulärer Struktur (Abb. 39). Nur verein-
zelt wurden in den Organen leukozytäre Infiltrationen nachgewiesen, welche jedoch in kei-
nem Zusammenhang mit der Tumorgröße standen und auf individuelle Differenzen bei den 













Abb. 39: Repräsentative lichtmikroskopische Präparate von Organen aus unbehandelten Kontrolltieren mit einem 
soliden Tumor. Lebern, Milzen, Nieren und Pankreata der Tiere zeigen unauffälliges Gewebe mit intakter Morpho-
logie und regulärer Struktur. Vereinzelt können leukozytäre Infiltrationen nachgewiesen werden (HE-Färbung, 
Originalvergrößerung 400fach). 
 
In Tumoren, die von M49wt- bzw. Lysat-behandelten Tieren entnommen wurden, konnten 
deutliche Tumorzellnekrosen mit teilweise sichtbarer leukozytärer Infiltration bereits 7 Tage 
nach Therapiebeginn nachgewiesen werden (Abb. 40). Zu späteren Untersuchungszeitpunk-
ten konnten aufgrund der extensiven Tumorreduktion nur bei einigen Tieren Resektate ent-
nommen werden. Dies gilt in besonderer Weise für Tiere, die mit dem M49wt behandelt wur-
den und bei denen es innerhalb von 28 Tagen zu einer kompletten Regression der Panc02-
Tumoren kam. Entsprechend konnte hier nur bei zwei von sieben Tieren eine mikroskopische 
Beurteilung der Tumoren durchgeführt werden. Durch die Therapie mit dem Lysat wurde 
makroskopisch ebenfalls eine extensive Tumorreduktion beobachtet, die jedoch nur bei zwei 
von sieben Tieren in eine vollständige Remission mündete. Bei den erhaltenen Tumorresek-
taten wurden insbesondere zu späten Untersuchungszeitpunkten große nekrotische und  













Abb. 40: Lichtmikroskopische Präparate von Tumoren (A) M49wt- bzw. (B) Lysat-behandelter Tiere zum Zeit-
punkt 7 Tage nach Therapiebeginn. Im Gewebe können deutlich nekrotische Areale nachgewiesen werden. Durch 
die Behandlung mit dem M49wt kommt es zusätzlich zu massiven leukozytären Infiltrationen (HE-Färbung, Origi-










Abb. 41: Lichtmikroskopisches Präparat von Tumoren Lysat-behandelter Tiere zum Zeitpunkt 28 Tage nach The-
rapiebeginn. Im Gewebe können deutlich nekrotische und apoptotische Areale nachgewiesen werden (HE-
Färbung, Originalvergrößerung 400fach). 
 
 Die histologischen Untersuchungen verschiedener peripherer Organe tumortragender Kon-
trolltiere haben, wie in Abbildung 39 repräsentativ dargestellt, gezeigt, dass durch das Tu-
morwachstum allein keine pathologischen Veränderungen an den Organen auftreten. Poten-
tielle Organveränderungen nach der Therapie erlauben somit direkt Rückschlüsse auf eine 
systemische Toxizität der Behandlung. Um dies zu beurteilen, wurden ebenfalls Präparate 
von Leberresektaten, Milzen, Nieren und Pankreata von M49wt- und Lysat-therapierten Tie-
ren begutachtet. Wie auch bei den Kontrolltieren, wiesen die Organe zeitunabhängig keine 
Veränderungen der Struktur auf. Alle Gewebe waren zu allen Untersuchungszeitpunkten 
ohne erkennbaren pathologischen Befund. In den Abbildungen 42 und 43 sind exemplarisch 
histologische Präparate zum Zeitpunkt 28 Tage nach Therapiebeginn dargestellt. Daraus 
lässt sich schlussfolgern, dass durch die lokale therapeutische Intervention zwar eine, wie 
durch durchflusszytometrische Analysen belegt werden konnte, systemische proinflammato-
rische Reaktion induziert wird, es jedoch zu keiner Läsion der peripheren Organe kommt.  
Die gewählten Behandlungen induzieren somit keine systemische Toxizität. 
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Abb. 42: Repräsentative lichtmikroskopische Präparate von Organen aus Tieren mit einem etablierten s. c. 
Panc02-Tumor, die mit S. pyogenes Serotyp M49wt behandelt wurden (Zeitpunkt 28 Tage). Lebern, Milzen, Nie-
ren und Pankreata der Tiere zeigen unauffälliges Gewebe mit intakter Morphologie und regulärer Struktur (HE-















Abb. 43: Repräsentative lichtmikroskopische Präparate von Organen aus Tieren mit einem etablierten s. c. 
Panc02-Tumor, die mit dem Lysat behandelt wurden (Zeitpunkt 28 Tage) Lebern, Milzen, Nieren und Pankreata 
der Tiere zeigen unauffälliges Gewebe mit intakter Morphologie und regulärer Struktur (HE-Färbung, Originalver-
größerung 400fach). 
 
4.4.1. Nachweis der therapieinduzierten Leukozyteninfiltration mit der As-D Fär-
 bung 
Die Visualisierung tumorinfiltrierender Leukozyten erfolgte mit der As-D Färbung. Hierbei 
werden insbesondere neutrophile Granulozyten und deren Vorläuferzellen durch eine leuch-
tend rote Farbreaktion dargestellt, während Monozyten anhand locker verteilter kleiner posi-
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 In Tumoren von Kontrolltieren wurden nur vereinzelt zelluläre Infiltrate beobachtet. Die An-
zahl tumorinfiltrierender Granulozyten lag unter 10 Zellen/mm² (Abb. 46). Interessanterweise 
zeigten jedoch die Vehikel-PlyC1 Kontrolltiere eine erhöhte Infiltration, die vermutlich als Ant-
wort auf die lokale Applikation des viralen Enzyms PlyC1 zurückzuführen ist und eine unspe-
zifische proinflammatorische Reaktion darstellt. Entsprechend ist die, nach Lysatbehandlung 
beobachtete, transiente Zunahme der Anzahl tumorinfiltrierender Granulozyten ebenfalls 
vornehmlich auf die PlyC1-Applikation zurückzuführen, welche in keinem direkten Zusam-









Abb. 44: Lichtmikroskopische Präparate von Tumoren aus (A) Vehikel-PlyC1 Tieren und (B) Lysat-behandelten 
Tieren zum Zeitpunkt 7 Tage nach Therapiebeginn. Im Gewebe können vereinzelt infiltrierende Leukozyten visua-
lisiert werden. Das Ausmaß der leukozytären Infiltration differiert zwischen den Gruppen nur leicht (As-D Färbung, 
Originalvergrößerung 400fach). 
 
 Demgegenüber zeigte die quantitative Analyse einen 10-fachen Anstieg infiltrierender Leu-
kozyten am Tag 7 nach M49wt Therapie (Abb. 46). Dieser histologische Befund (Abb. 45) ist 
konkordant zu den hämatologischen und durchflusszytometrischen Ergebnissen, bei denen 
initial ebenfalls systemisch ein massiver Anstieg sowohl von proinflammatorischen Zytokinen 
als auch von Zellen der nicht-adaptiven Immunabwehr beobachtet wurde. Im Verlauf der 
Infektion wurde dann ein leichter Rückgang der granulozytären Infiltration festgestellt. Die 
Anzahl tumorinfiltrierender Leukozyten lag jedoch bis zum Ende des Beobachtungszeitrau-
mes am Tag 28 mit 39,7 ± 16,9 Zellen/mm² oberhalb der Kontrolltiere und steht in Konkor-














Abb. 45: Lichtmikroskopische Präparate von Tumoren aus (A) Vehikel-PBS Tieren und (B) M49wt-behandelten 
Tieren zum Zeitpunkt 7 Tage nach Therapiebeginn. Während in Tumoren von Vehikel-behandelten Kontrolltieren 
nur vereinzelt Infiltrate visualisiert werden können, kommt es nach bakteriolytischer Therapie zu einer massiven 












Abb. 46: Anzahl tumorinfiltrierender Leukozyten von Tieren mit einem etablierten s. c. Panc02-Tumor, die entwe-
der mit S. pyogenes Serotyp M49wt oder dem Lysat behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) bzw. äquivalente 
Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12). Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkontrolltiere (n=12). 
Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrolle, **p<0,001 vs. Tumorkontrol-
le, #p<0,05 vs. Vehikel-PBS, ##p<0,001 vs. Vehikel-PBS. 
 
4.4.2. Immunhistochemischer Nachweis tumorinfiltrierender Lymphozyten  
Um zu überprüfen, ob durch die Therapieschemata neben Granulozyten ebenfalls eine Ak-
kumulation spezifischer Immunzellen induziert wird, wurden die Tumoren zusätzlich immun-
histochemisch auf CD4+- und CD8+- infiltrierende Lymphozyten untersucht (Abb. 47). 
In mit dem M49wt infizierten Tumoren zeigte sich initial nach Therapiebeginn mit 166,4 ± 
48,1 Zellen/mm² ein deutlicher Anstieg der infiltrierenden CD8+ T-Zellen, welche auch zu 
späteren Zeitpunkten gegenüber den Kontrolltieren erhöht war (Abb. 48). Zusätzlich kam es 
postakut (Tag 14) zu einer deutlicher Zunahme der Anzahl CD4-positiver T-Zellen auf bis zu 
148,5 ± 19,4 Zellen/mm² (vs. Vehikel-PBS 27,2 ± 5,6 Zellen/mm²).  Am Tag 21 wurden dann 
nur marginal mehr tumorinfiltrierende Lymphozyten detektiert als in Kontrolltumoren (Abb. 
48). Besonders auffällig war jedoch, dass in Tumorresektaten, bei denen die bakteriolytische 
Therapie makroskopisch nicht zur kompletten Regression führte (zwei von sieben Tumoren), 
nach Behandlung














































  86 
am Tag 28 erneut erhöhte Level CD4- und CD8-positiver T-Zellen nachgewiesen werden 















Abb. 47: Repräsentative immunhistochemische Präparate von Tumoren aus (A, D) Vehikel-PBS Tieren, (B, E) 
M49wt-behandelten Tieren und (C, F) Lysat-behandelten Tieren. (A, B, C) zeigen eine immunhistochemische 
Färbung von CD4+ tumorinfiltrierenden T-Zellen. (D, E, F) zeigen eine immunhistochemische Färbung von CD8+ 
tumorinfiltrierenden T-Zellen. Während in den Kontrolltumoren nur vereinzelt Lymphozyten detektierbar sind, 
kommt es nach M49wt- und Lysattherapie zu einer massiven Zunahme sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen, die 
zur in vivo beobachteten Tumorregression beitragen können. Die Lymphozyten sind sekundär mit dem Chromo-
gen DAB braun gefärbt (sekundärer AK: goat anti-rabbit, biotinyliert, Originalvergrößerung 400fach).  
 
Vergleichbare Ergebnisse wurden nach Lysatbehandlung erhalten. Die Anzahl CD4+ infilt-
rierender T-Zellen stieg von 22,6 ± 6,5 Zellen/mm² in Kontrolltumoren auf 74,6 ± 16,0 Zel-
len/mm² am Tag 7 nach Lysattherapie (Abb. 48). Im weiteren Verlauf kam es zu einem leich-
ten Rückgang der CD4+ T-Zellinfiltration, welche aber bis zum Tag 28 kontinuierlich oberhalb 
der Kontrolltiere lag. Die Analysen zum Nachweis CD8-positiver intratumoraler Lymphozyten 
zeigten einen analogen Verlauf, jedoch mit höheren Infiltrationsraten. So wurden am Tag 7 
nach Lysatbehandlung 120,1 ± 32,3 Zellen/mm² detektiert, am Tag 28 waren es 58,1 ± 28,6 
Zellen/mm² (Abb. 48). Interessanterweise wiesen Vehikel-behandelte Kontrolltiere ebenfalls 
vermehrt Infiltrate auf. Demzufolge werden durch das virale Enzym PlyC1 nicht nur Granulo-
zyten, wie dies im Rahmen der As-D Färbung gezeigt werden konnte, sondern auch Lym-
phozyten zu dem Tumor rekrutiert. Die Anzahl CD8+ zytotoxischer T-Zellen lag aber zu allen 
Untersuchungszeitpunkten mit durchschnittlich 52 Zellen/mm² unterhalb der von Lysat-
behandelten Tieren (Abb. 48). Ebenso zeigten die Tumoren keine Wachstumsalteration in 





















Abb. 48: Anzahl tumorinfiltrierender CD4+ und CD8+ Lymphozyten von Tieren mit einem etablierten s. c. Panc02-
Tumor, die entweder mit S. pyogenes Serotyp M49wt oder dem Lysat behandelt wurden (je n=7 pro Zeitpunkt) 
bzw. äquivalente Volumina der Vehikellösung erhielten (je n=12). Tiere ohne i. t. Injektion dienten als Tumorkon-
trolltiere (n=12). Angegeben sind der MW ± SEM. Mann-Whitney U-Test: *p<0,05 vs. Tumorkontrolle, §p<0,05 vs. 
Vehikel-PlyC1. 
 
4.4.3.  Immunhistochemische Analyse zur Vaskularisierung von Tumoren mit anti-
 von Willebrand Faktor 
Solide Tumoren benötigen für ihr Wachstum die Neubildung von Blutgefäßen, da ab einer 
Tumorgröße von ca. 3 mm3 die Ernährung der Tumorzellen durch Diffusion nicht mehr ge-
währleistet ist. Die Endothelzellen bereits vorhandener Blutgefäße werden daraufhin aktiviert 
und proliferieren. Zur Migration in Richtung des Tumors finden sie dann Anschluss an das 
Gefäßsystem und vollenden die Neoangiogenese (136). Immunhistochemisch können Endo-
thelzellen durch Nachweis der Antigene CD31, CD34 oder des vWF dargestellt werden. Die 
Anzahl der markierten Endothelzellen pro Gesichtsfeld, die in der vorliegenden Arbeit an-
hand des vWF nachgewiesen wurden, korreliert dabei mit der Vaskularisierung der Tumoren, 
welche einen potentiell prognostischen Faktor darstellt.  
Zwischen den einzelnen Gruppen wurden zunächst nur marginale Unterschiede festge-
stellt. Die Panc02-Tumoren zeichneten sich generell durch wenig Endothel aus, welches 
diffus im Tumor verteilt ist (Abb. 49). Erst im Verlauf des Tumorwachstums wurden zuneh-
mend vaskularisierte Tumoreareale anhand erhöhter vWF Expression detektiert, die vermut-
lich infolge einer Gewebshypoxie entstanden sind. Nach der Behandlung sowohl mit dem 
M49wt, als auch mit dem Lysat wurden fokal verstärkt vaskularisierte Bereiche insbesondere 
in nekrotischen Tumorregionen nachgewiesen (nicht gezeigt). Dabei konnte jedoch kein ein-
heitliches Expressionsmuster aufgezeigt werden. Demzufolge kann bei Panc02-Tumoren 
















































































































Abb. 49: Immunhistochemische Präparate von Tumoren aus (A) Vehikel-PBS Tieren und (B) M49wt-behandelten 
Tieren zum Zeitpunkt 14 Tage nach Therapiebeginn. Die Präparate zeigen als Nachweis für Vaskularisierung 
vWF-positive Endothelzellen. In Kontrolltumoren steigt die Anzahl vWF-exprimierender Zellen mit der Tumorgröße 
als Konsequenz der Gewebehypoxie. Durch die Behandlung mit dem M49wt können nur marginale Unterschiede 
hinsichtlich der vWF-Expression detektiert werden. Die Endothelzellen sind sekundär mit dem Chromogen DAB 
braun gefärbt (sekundärer AK: donkey anti-goat, biotinyliert, Originalvergrößerung 400fach).  
 
4.4.4. Zusammenfassung 
Im Rahmen der histologischen und immunhistochemischen Analysen konnte gezeigt werden, 
dass  
- die einmalige i. t. Applikation der vitalen Wildtypbakterien M49 eine starke granulozy-
täre Infiltration vermittelt, wohingegen durch die Lysatbehandlung nur eine moderate 
Infiltration proinflammatorischer Zellen ausgelöst wird. 
- beide Therapieschemata eine Infiltration von CD4+- und CD8+- T-Zellen induzieren, 
welche insbesondere in der primär postakuten Phase gegenüber unbehandelten Tie-
ren signifikant erhöht ist. 
- Panc02-Tumoren wenig vaskularisiert sind und dass keine Korrelation zwischen Neo- 
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V DISKUSSION 
5.1. Aktive Immuntherapie beim Pankreaskarzinom 
Humane Pankreastumoren zeichnen sich durch eine Akkumulation zytologischer, architekto-
nischer und epigenetischer Alterationen aus, die zur Resistenz gegenüber Radio- und Che-
motherapie beitragen (6). Hierzu zählen u. a. eine vermehrte, unkontrollierte Zellproliferation, 
eine Resistenz gegenüber wachstumsregulierenden Signalen und Apoptose, eine verstärkte 
Angiogenese, Gewebeinvasion und Metastasierung (12, 18, 137). Ein weiteres Merkmal des 
humanen duktalen Pankreasadenokarzinoms ist eine starke desmoplastische Stromabil-
dung. Der Anteil an neoplastischen Epithelzellen im Tumor ist dabei deutlich geringer als der 
Anteil an Stromazellen, zu denen hauptsächlich nicht-neoplastische Fibroblasten, Endothel-
zellen und Leukozyten zählen (138, 139). Komplexe Interaktionen zwischen den neoplasti-
schen Pankreasepithelzellen, sowie den zellulären und nicht-zellulären Stromakomponenten 
haben Einfluss auf das Wachstum (140, 141), auf die Invasivität und die Migration der Ade-
nokarzinome. Darüber hinaus sind humane Tumoren des Pankreas wenig immunogen, wo-
durch antitumorale Immunantworten zusätzlich supprimiert werden (142, 66). Diese Kombi-
nation verschiedener Mechanismen führt zur Genese eines schlecht differenzierten, sehr 
aggressiven Adenokarzinoms, welches ein geringes Ansprechen auf Tumortherapien auf-
weist (137, 143). 
Vor diesem Hintergrund sind in den letzten Jahren neben den konventionellen Formen der 
Tumortherapie, der chirurgischen Resektion, sowie der Chemo- und Radiotherapie, immuno-
logische Behandlungsformen immer mehr in den Fokus gerückt (144). Dabei wird im Rah-
men von multimodalen Therapiekonzepten versucht, die Immuntherapie adjuvant zu etablie-
ren. Es ist bekannt, dass die meisten Tumoren sich während ihrer Entwicklung mit dem Im-
munsystem auseinandersetzen und dass tumorspezifische Effektorzellen vorhanden sind. Es 
kommt jedoch bedingt durch verschiedenste Mechanismen, z. B. durch eine Anergieindukti-
on in den Effektorzellen, zu keiner Tumorabstoßung (32, 47). Um der Immunsuppression 
entgegenzuwirken und die Toleranz zu überwinden, kann eine Immuntherapie helfen, die 
idealerweise bei niedriger Tumorbelastung, z. B. nach Totalresektion anzuwenden ist. Die 
Immuntherapie zeichnet sich durch eine geringe Toxizität aus und kann damit gut mit einer 
Chemotherapie kombiniert werden. Ziel dieser Therapieform ist die Induktion einer endoge-
nen, tumorantigen-spezifischen Immunantwort, die einen systemischen, dauerhaften Schutz 
vor residualen Tumorzellen und Mikrometastasen bietet.   
 Das Konzept der aktiven Immunstimulierung zur Behandlung von Tumoren geht auf Unter-
suchungen von W. B. Coley zurück. Er berichtete vor über 100 Jahren von Tumorvakzinie-
rungsversuchen mit bakteriellen Lysaten, die er verwendete, um antitumorale Immunantwor-
ten zu induzieren (98, 99). Coley behandelte damals primär inoperable Sarkompatienten 
gezielt mit diesen Toxinen und konnte zeigen, dass sich die Immunabwehr gegen Tumoren 
Diskussion 
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dadurch steigern ließ und es in einigen Fällen zur Regression kam (99). Wenige Jahre später 
beschrieb auch Paul Ehrlich die Möglichkeit, Tumoren mit Hilfe des Immunsystems zu elimi-
nieren (40).  
 Während immuntherapeutische Strategien heute bei einigen Tumorentitäten in klinischen 
Studien eingesetzt werden oder, wie z. B. der anti-CD20 Antikörper Rituximab beim niedrig-
malignen Non-Hodgkin-Lymphom, bereits in der Tumortherapie etabliert sind, (74), ist die 
Immuntherapie beim Pankreaskarzinom bis auf einige Aufnahmen fast ausschließlich auf 
experimentaltherapeutische Ansätze begrenzt. Hierbei ist die Kombination mit dem EGFR-
Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib die erste Therapieform, die gegenüber der Standardmonothe-
rapie mit Gemcitabin einen Überlebensvorteil für Patienten erzielt. Erlotinib bindet intrazellu-
lär selektiv an die Tyrosinkinase des EGFR und inhibiert so deren Phosphorylierung, wo-
durch das Zellwachstum gehemmt wird (30). Andere immuntherapeutische Strategien, wie 
z. B. Bevacizumab, ein monoklonaler Antikörper, der durch selektive Bindung an VEGF die 
Angiogenese hemmt und in der First-Line-Therapie gegen metastasierte kolorektale Karzi-
nome (in Kombination mit 5-Fluorouracil plus Irinotecan) eingesetzt wird, zeigten beim Pank-
reaskarzinom nur limitierte therapeutische Effizienz (144). Ebenfalls untersucht wurden 
Trastuzumab, das an den HER-2/neu-Rezeptor bindet (75, 76), der Matrix Metalloproteinase 
Inhibitor Marimastat, sowie Farnesyltransferase-Inhibitoren, zur Hemmung der Aktivität von 
K-ras, welches bei >90 % der Pankreasadenokarzinome eine aktivierende Mutation aufweist 
(144, 145). Einige der Kombinationstherapien zeigten auch höhere Remissions- oder Krank-
heitsstabilisierungsraten, sowie längere progressionsfreie Intervalle. Im Vergleich zur Gemci-
tabin-Monotherapie konnte bis dato jedoch nur ein geringer Überlebensvorteil und keine 
deutliche Verbesserung der Lebensqualität erzielt werden (18, 75). Die Gründe hierfür sind 
vielfältig (1, 20, 146). So ist bekannt, dass Pankreastumoren sowohl eine systemische Im-
munsuppression im Organismus als auch eine lokale Immunsuppression am Ort des Tu-
morwachstums auslösen und Immunzellen unzureichend aktiviert werden. Verschiedene 
Mechanismen, mit denen sich die Tumoren einer antitumoralen Immunabwehr entziehen 
können, sind beschrieben (1, 57, 147; 148). Hierzu zählen neben einer verminderten MHC-
Klasse-I Expression auf der Zelloberfläche und der daraus resultierenden geringen Infiltration 
mit CTL, auch das Fehlen kostimulatorischer Moleküle (insbesondere B7.1), was T-
Zellanergie induziert. Gleichzeitig wird die Expression von Adhäsionsmolekülen in den Effek-
torzellen herunterreguliert. Über die Sekretion der Zytokine IL-10 und TGF-β werden zusätz-
lich immunsuppressive Treg rekrutiert. Es konnte gezeigt werden, dass bei Pankreaskarzi-
nompatienten der Anteil an Treg im Blut und im peritumoralen Gewebe erhöht ist und mit einer 
schlechteren Prognose korreliert (148). Pankreaskarzinom-spezifische Antigene (CEA, K-
ras, MUC1, Gastrin) sind ebenfalls nur schwach immunogen (55, 89). Dadurch besteht bei 
der Vakzinierung mit nur einem oder wenigen Antigenen die Gefahr der Immunselektion, 
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d. h. es werden nur die Tumorzellen, die das entsprechende Antigen tragen, abgetötet. Zel-
len, die im Lauf der Tumorgenese dieses Antigen verloren haben, werden dagegen nicht 
erkannt und können dem Immunsystem entkommen. Nach neueren Erkenntnissen können 
bei suboptimaler Antigenstimulation neben einer quantitativ und qualitativ ungenügenden 
Menge an Effektorzellen, sogar Treg induziert werden, die eine tumorspezifische Immunant-
wort auch nach Immunisierung unterdrücken. Die außerdem erst kürzlich beschriebene Ex-
pression des Transkriptionsfaktors Foxp3 in epithelialen Pankreaskarzinomzellen, der ent-
scheidend für die Vermittlung der immunsuppressiven Funktion ist (64), trägt zusätzlich zur 
Immuntoleranz bei und stellt eine weitere Herausforderung bei der Entwicklung immunthera-
peutischer Strategien dar. Zur Optimierung von Therapiekonzepten müssen demzufolge in-
hibitorische Faktoren und phänotypische Veränderungen des Tumors sowie die Bildung von 
Resistenzen und die von außen zugeführten immunaktivierenden Signale gleichzeitig be-
trachtet werden.  
 
5.2.  Auswahl eines geeigneten Pankreaskarzinommodells für die Im-
 muntherapie  
Die Behandlungsmöglichkeiten für Patienten mit gastroenteropankreatischen Tumoren sind  
-wie eingangs bereits dargelegt- trotz verbesserter Therapiekonzepte noch immer limitiert 
(1). Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei < 5 % (2, 6; 147). Die Mortalitätsraten sind den 
Inzidenzraten fast identisch und belegen damit die Notwendigkeit zur Entwicklung neuer 
bzw. zur Verbesserung von vorhandenen therapeutischen Strategien. 
Entsprechende Untersuchungen werden in experimentellen Studien sowohl an isolierten 
Tumorzellen als auch an intakten Organismen durchgeführt (46, 83, 149, 150). Um jedoch 
spätere Therapiestudien bei Patienten zu begründen, sind in vitro Analysen aufgrund des 
fehlenden komplexen Mikromilieus allein nicht aussagekräftig genug. Mit Hilfe von Tiermo-
dellen wird daher versucht, die Situation des humanen Krankheitsbildes möglichst exakt ab-
zubilden. Für diese in vivo Untersuchungen stehen verschiedene xenogene und syngene 
Modelle zur Verfügung, die die Injektion von primären oder kultivierten Tumorzellen, sowie 
die chirurgische Implantation von Tumorfragmenten umfassen. Zusätzlich können experi-
mentelle Tumoren durch chemische Mutagenese oder durch genetische Veränderungen 
(transgen oder/und knock out) induziert werden. Transgene Tiermodelle werden bislang je-
doch noch fast ausschließlich für Validierungsstudien eingesetzt, die zum besseren Ver-
ständnis molekularer Grundlagen der Kanzerogenese beitragen sollen (151-153). Dabei ge-
lang es der Arbeitsgruppe um David Tuveson ein murines Tumormodell zu entwickeln, das 
die mehrstufige Tumorprogression des menschlichen Pankreaskarzinoms widerspiegelt. Die 
transgenen Mäuse tragen eine mutierte Form von K-ras, welches bei 90 % der humanen 
Pankreastumoren mutiert ist. Diese Mutation ist flankiert von Lox-Stop-Lox (LSL)-Elementen, 
Diskussion 
  92 
die die Transkription und Translation zunächst verhindern. Die Expression des mutierten 
Allels wird dadurch erreicht, dass die LSL-KrasG12D-Mäuse mit Mäusen gekreuzt werden, 
die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Pdx1 (pancreatic duodenal homeobox-1) 
Promoters exprimieren. Dies führt zum Herausschneiden des LSL-Elements und zur Expres-
sion der onkogenen Form des K-ras Proteins. Durch mehrere Kreuzungen konnten schließ-
lich bei 27/28 der Tiere ein invasiv wachsendes Pankreaskarzinom mit malignem Aszites 
induziert werden, das auch Metastasierung u. a. in die Leber und die Lunge aufweist und 
damit dem humanen Pankreaskarzinom sehr ähnlich ist. Durch die Entwicklung dieses Tu-
mormodells, steht ein Tumorprogressionsmodell zum humanen Krankheitsbild zur Verfü-
gung, das zukünftig auch für Therapiestudien eingesetzt werden kann (154). Dahingegen 
sind xenogene Nackt- oder SCID (Severe Combined Immunodeficiency) Mausmodelle zur 
Induktion humaner Tumoren bereits heute gut etabliert und finden häufig Anwendung (155-
157). Neben einer eingeschränkten Praxisrelevanz, ist der Einsatz dieser Modelle aber vor 
allem aufgrund der Immunkompromitierung der Tiere für immunologische Studien weniger 
geeignet und bleibt auf bestimmte experimentaltherapeutische Ansätze limitiert (158, 159).  
 Mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten syngenen Pankreaskarzinommodell steht 
ein etabliertes und gut charakterisiertes Modell zur Verfügung, an dem immuntherapeutische 
Ansätze in vivo untersucht werden können. Die Tumorinduktion erfolgt durch Injektion von 
Zellen, die aus Pankreata tumortragender Mäuse isoliert wurden, die zuvor das Karzinogen 
3-Methylcholanthren intrapankreatisch erhielten (127). Die daraus gewonnene Zelllinie 
Panc02 zeigt Charakteristika, die auch bei humanen Pankreaskarzinomzellen nachweisbar 
sind. So wurden bei diesen Zellen genetische Alterationen der Onkogene K-Ras und Her-
2/neu, des Tumorsuppressorgens p53 und der CDK nachgewiesen, die zur Malignität beitra-
gen (160). Außerdem zeichnen sich Panc02 Zellen durch eine verminderte Expression von 
MHC-Klasse-I-Molekülen aus, welche -wie für humane Pankreastumoren beschrieben- durch 
die verringerte Immunogenität auch zu einer gesteigerten Tumorigenität führt. Nach Injektion 
der Zellen in syngene C57Bl/6 Mäuse bilden sich undifferenzierte, wenig immunogene Tu-
moren. Histologisch weisen Panc02-Tumoren, im Gegensatz zu humanen Adenokarzino-
men, nur einen sehr geringen Anteil an interstitiellem Bindegewebe auf (127, 161). Für im-
munologisch orientierte Therapiestrategien hat dieses Modell allerdings schon mehrfach er-
folgreich Anwendung gefunden (129, 160). 
Bei der Auswahl des sinnvollsten Modells, spielt, neben dem Projekt-spezifischen Vorha-
ben, ebenfalls die Lokalisation des Primärtumors eine Rolle. Die Tumorentwicklung kann 
entweder „organotypisch“ orthotop oder aber heterotop erfolgen, wobei die Tumoren subku-
tan wachsen (143). Bei dem Einsatz orthotoper Implantationstechniken werden in kleinen 
operativen Eingriffen Tumorzellen injiziert oder Tumorfragmente direkt in das Ursprungsor-
gan eingebracht. Die resultierenden Tumoren wachsen im Pankreasgewebe an, können sich 
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über die gleichen Wege ausbreiten, die einem spontan entstandenen Tumor zur Verfügung 
stehen und kommen so der klinischen Situation nahe. Besonders nachteilig ist aber, dass die 
orthotope Injektion von Tumorzellen häufig streuungsbedingte artifizielle Peritonealmetasta-
sen zur Folge hat (151). Dies kann durch die Implantation von soliden Tumorfragmenten 
umgangen werden. Ein genereller Nachteil orthotoper Tumormodelle liegt allerdings in der 
Überwachung des Tumorwachstums. In vivo können außer Gewichtskurven und eventuell 
palpablen Tumorgrößen kaum nennenswerte Daten erhoben werden. Die einzige Möglichkeit 
zur adäquaten nicht-invasiven Tumorüberwachung besteht daher in dem Einsatz aufwendi-
ger und kostenintensiver bildgebender Verfahren (160, 162, 163). 
Demgegenüber können durch die Verwendung subkutaner Implantationstechniken Verän-
derungen der Tumorgröße unter therapeutischem Einfluss unproblematisch protokolliert 
werden. Die Tumoren sind aufgrund ihrer subkutanen Lage für die Größenbestimmung und 
spezielle Therapieansätze gut zugänglich. Außerdem ist die Implantation der Tumorzellen 
chirurgisch einfach und mit hoher Reproduzierbarkeit durchführbar (164). Beeinträchtigend 
wirkt sich allerdings die Neigung der Tumoren zur Ulzeration aus, die zu mechanischer Be-
hinderung der Tiere und Erhöhung der Infektionsrate führen kann. Der wichtigste Nachteil ist 
jedoch, dass die reale klinische Situation von Pankreaskarzinomen nur bedingt abgebildet 
werden kann. Subkutane Pankreastumoren wachsen ausschließlich lokal invasiv, zeigen 
jedoch keine Fernmetastasierung oder Infiltration in andere Organe. Die Untersuchung der 
Wirksamkeit eines neuen immuntherapeutischen Ansatzes, der auf lokaler Applikation ba-
siert, rechtfertigt jedoch nicht nur den Einsatz des subkutanen Modells, sondern stellt dieses 
auch als am besten geeignet dar. Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden Arbeit 
das Potential einer aktiven Immuntherapie mit S. pyogenes untersucht werden. Die Ergeb-
nisse werden im Folgenden diskutiert. 
 
5.3. Vergleich der eigenen Ergebnisse mit der Literatur 
Die Charakterisierung der Infektiösität von Pankreaskarzinomzellen durch S. pyogenes stell-
te eine wesentliche Voraussetzung für die Untersuchung der Anwendbarkeit als potentielle 
Therapiestrategie im experimentellen Tiermodell dar. Im Rahmen von in vitro Arbeiten wurde 
zunächst der Einfluss von S. pyogenes Serotypstämmen auf die Proliferation und metaboli-
sche Aktivität von Adenokarzinomzellen des Pankreas untersucht. Es sollte herausgearbeitet 
werden, welche der Serotypen sich optimal zur zytotoxischen oder apoptotischen Abtötung 
der Tumorzellen einsetzen lassen, um nachfolgend die Effizienz des Therapieansatzes im 
Panc02-Tumormodell in vivo zu überprüfen. Die zugrunde liegende Arbeitshypothese ging 
davon aus, dass es infolge einer starken lokalen Toxizität von S. pyogenes direkt zur Tumor-
zellschädigung kommt und eine starke proinflammatorische Immunreaktion gegen die Bakte-
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rien initiiert wird, die diesen lokalen Effekt verstärkt und systemisch auf die Induktion protek-
tiver Immunantworten abzielt. 
  
5.3.1. Zytotoxische Effekte von S. pyogenes auf murine und humane Pankreaskar-
zinomzellen  
Bakterien der Gattung S. pyogenes besitzen die Fähigkeit die unterschiedlichsten Gewebe 
zu kolonisieren, um dort entweder als unbemerkter Kommensale zu überdauern oder unter 
entsprechenden Bedingungen eine Infektion hervorzurufen (122, 123). Die Mechanismen, 
über die Streptokokken humane epitheliale Zielzellen infizieren, sind gut verstanden. Der 
erste Schritt zur Infektion der Zielzellen erfolgt über die bakteriellen Adhäsine. Durch sie ist 
der Erreger in der Lage an das Epithelium bzw. Komponenten der extrazellulären Matrix zu 
adhärieren und sich zu etablieren. Zu den Adhäsinen zählen neben dem M-Protein die 
Fibronektin bindenden Proteine wie SfbI/Protein F, Serum Opacity Factor (SOF, auch als 
SfbII bezeichnet), Lipoteichonsäure und die Hyaluronsäurekapsel (122). Durch die Interakti-
on von Oberflächenproteinen mit der extrazellulären Matrix der Zielzelle kommt es nachfol-
gend zur Invasion, die über verschiedene Mechanismen, wie z. B. durch Bindung des M-
Proteins an Laminin und Integrin auf der Zelloberfläche, vermittelt wird. Die Infektion mit S. 
pyogenes triggert die Freisetzung von Zytokinen (IL-1, IL-6, TNF, IFN). Diese Mediatoren 
lösen inflammatorische Prozesse aus, die zur Einwanderung phagozytotischer neutrophiler 
Granulozyten führen, die den gewebespezifischen Abbau verstärken und die Ausbreitung der 
Bakterien im Gewebe ermöglichen (133). Ausgehend von diesen Erkenntnissen, bei denen 
S. pyogenes ausschließlich die Rolle als Pathogen einnimmt, stellte sich die Frage nach ei-
nem potentiellen Einsatz der Bakterien zur Behandlung von Tumoren. Bekannt ist, dass 
Streptokokken bzw. deren mikrobielle Komponenten prinzipiell Tumorzellen schädigen kön-
nen (165, 166). Schon Coley setzte vor mehr als einem Jahrhundert Lysate aus Streptokok-
ken therapeutisch bei Tumorpatienten ein (99, 100). Untersuchungen zur Wirkungsweise von 
S. pyogenes auf Pankreaskarzinomzellen lagen bislang allerdings noch nicht vor. Daher 
wurde in der vorliegenden Arbeit zunächst die Fähigkeit der Bakterien analysiert, murine 
bzw. humane Pankreaskarzinomzellen zu infizieren. Dadurch sollte es einerseits möglich 
sein, direkte Effekte von S. pyogenes auf murine Panc02 Zellen zu identifizieren und damit 
die Voraussetzungen für die Anwendbarkeit im tierexperimentellen Modell zu schaffen. Auf 
den anderen Seite war im Hinblick auf einen potentiellen klinischen Einsatz aber auch von 
Interesse, das zytotoxische Potential der Bakterien auf humane Zellen des Pankreas (Panc-
1, BxPC-3, Capan-2) zu untersuchen.  
 Es wurde festgestellt, dass S. pyogenes serotypspezifisch an Panc02 Zellen bindet und 
von diesen internalisiert wird, woraus eine Schädigung in den Zellen resultiert. Diese Ergeb-
nisse wurden für humane Zellen bestätigt. Dennoch kann nicht genau gesagt werden, über 
welche Mechanismen die Adhärenz an die Zielzellen erfolgt, da die Bakterien mehrere Ad-
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häsine exprimieren, die entweder dieselben oder aber unterschiedliche Zielmoleküle auf der 
Zelloberfläche binden können (133). In weiterführenden Untersuchungen, bei denen das 
Ausmaß der durch S. pyogenes induzierten Zellschädigung quantifiziert wurde, zeigte sich, 
dass die Bakterien nicht nur mit unterschiedlicher Affinität an die Pankreaskarzinomzellen 
binden, sondern zusätzlich Abweichungen in der Effizienz der Zellschädigung bestehen. Die-
se Befunde gehen einher mit verschiedenen Studien, in denen berichtet wird, dass abhängig 
vom infizierenden Serotyp, die Wirtszelladhärenz und Wirtszellinternalisierung, sowie die 
Ausprägung der Zelltodinduktion in den infizierten Zellen stark differiert (167, 168). Entspre-
chend vermittelten auch in der vorliegenden Arbeit die meisten Serotypen (insbesondere 
M3wt, M6wt, M18wt) nur eine marginale Läsion in den Tumorzellen. Dagegen führte die In-
fektion mit dem M49wt zu einer deutlichen Zellschädigung, die auf Apoptose und Nekrose 
zurückzuführen war. Es wurden aber Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien beob-
achtet. Bei den murinen Panc02 Zellen, sowie den humanen Panc-1 Zellen konnte innerhalb 
von 4 Stunden eine Zelllyse durch M49 induziert werden, die sich in einem Anstieg der ex-
trazellulären LDH widerspiegelte. Begleitend wurde in den Tumorzellen ein deutlicher An-
stieg der Sub-G1 Fraktion nachgewiesen, der charakteristisch für Apoptose ist. In den hu-
manen Zelllinien BxPC-3 und Capan-2 wurde ebenfalls Apoptose induziert, jedoch in gerin-
gerem Ausmaß. Ebenso wurden nur ca. 30 % der Zellen durch den M49wt lysiert, was auf 
eine geringere Sensitivität der Zellen gegenüber S. pyogenes hindeutet. Es ist bekannt, dass 
die Sensitivität von Tumorzellen mit dem Grad der Differenzierung, dem Ploidiestatus und 
der Proliferationsrate korreliert (150, 169). Bei der Panc-1-Zelllinie handelt es sich um wenig 
bis undifferenzierte, aus dem duktalen Gewebe eines humanen Pankreaskarzinoms etablier-
te Zellen, die den murinen Panc02 Zellen vergleichbar sind. Die Zelllinien BxPC-3 und Ca-
pan-2 hingegen sind gut differenzierte Tumorzellen, die daraus resultierend schlechter und 
zeitlich verzögert auf die Behandlung mit S. pyogenes reagieren, jedoch trotzdem durch die 
Bakterien abgetötet werden können. Ausgehend von diesen Ergebnissen lässt sich schluss-
folgern, dass Streptokokken prinzipiell für eine antitumorale Therapie auch beim humanen 
Pankreaskarzinom geeignet sind. 
 
5.3.2.   Der Einfluss von S. pyogenes auf Panc02-Tumoren in vivo  
Vor dem therapeutischen Einsatz der Bakterien im Panc02-Modell waren einige Voruntersu-
chungen notwendig. Dabei stellte sich zunächst die Frage nach der Applikationsform und der 
maximal tolerablen Dosis, obwohl Streptokokkeninfektionen gut mit Penicillin behandelt wer-
den können (170). In Studien, bei denen Bakterien bislang therapeutisch eingesetzt wurden, 
sind sowohl die lokale, intra- oder peritumorale, als auch die systemische Applikation be-
schrieben (109-111, 120). Für die Induktion einer effektiven Zellschädigung, die eine wesent-
liche Voraussetzung für den Erfolg der Immuntherapie darstellt, ist ein direkter Kontakt von 
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S. pyogenes mit der Zielzelle ebenso für die Initiation einer spezifischen T-Zellantwort not-
wendig (171). Darüber hinaus muss bei systemischer Exposition die potentielle Toxizität der 
Mikroorganismen in Betracht gezogen werden. Dies gilt vor allem im Hinblick auf einen po-
tentiellen Einsatz der Bakterien bei Pankreaskarzinompatienten. Die Arbeitsgruppe um Ash-
baugh konnte zeigen, dass die intravenöse Applikation von S. pyogenes innerhalb weniger 
Tage für CD1-Mäuse letal ist, wohingegen 50 % der Tiere eine lokale Infektion überlebten 
(171). Daraus folgend wurden die Bakterien in dieser Studie ebenfalls lokal appliziert. Bei der 
initialen Dosisfindungsstudie zeigte sich dann, dass bakterielle Dosen von 107 cfu durch 
systemische Ausbreitung innerhalb von 7 Tagen zum Tod führen, geringere Dosen (105 – 
106) aber gut toleriert werden. Dies ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass das Immun-
system in der Lage ist, die lokale Infektion bis zu einem gewissen Grad zu kontrollieren. Mu-
rine Makrophagen stellen eine effektive Abwehr gegenüber S. pyogenes dar (172). Deren 
Fähigkeit, die Bakterien in Abwesenheit von opsonisierenden Antikörpern zu phagozytieren, 
trägt entscheidend zur Kontrolle der Infektion bei (172). Eine primär starke Bakterienlast führt 
jedoch zur ineffizienten Abtötung der Bakterien, so dass sich die Streptokokken systemisch 
ausbreiten können. Dieser Infektionsverlauf ist letztlich für die Tiere letal. Subletale Dosen 
(106 cfu) sind dagegen mit keiner bzw. nur einer minimalen Toxizität verbunden. Dies konnte 
insofern bestätigt werden, da bei einer weiteren Gruppe gesunder, tumorfreier Tiere, die 
subkutane Applikation von S. pyogenes in der Dosis von 106 cfu keine lokale oder systemi-
sche Infektion induzierte. Für die nachfolgende immuntherapeutische Anwendung wurde 
daraufhin eine subletale Dosis (106 cfu) eingesetzt. Im Detail wurden folgende Ansätze näher 
untersucht: Der S. pyogenes Wildtypstamm M49 wurde mit der atttenuierten SLS-defizienten 
Mutante (SLS-mu) verglichen. Durch die Inaktivierung eines für SLS kodierenden Gens (Sa-
gA = SLS-associated genes) und der damit verbundenen stark herunterregulierten Produkti-
on des Toxins SLS, ist dieser Stamm weniger virulent. In einem parallelen Ansatz wurde 
außerdem ein avitales und damit minimal toxisches durch das Bakteriophagenlysin PlyC1-
induziertes Lysat vom M49wt eingesetzt und dessen antitumorales und immunstimulierendes 
Potential analysiert.  
 Bereits die einmalige intratumorale Injektion des M49wt führte bei den behandelten Mäu-
sen innerhalb von 28 Tagen zu einer vollständigen Regression der zu Behandlungsbeginn 
palpablen Tumoren. Die Tiere blieben auch bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes tu-
morfrei. Bei keinem der Tiere kam es, wie dies in anderen Studien beschrieben wurde (110), 
zum erneuten Auswachsen des initial zurückgebildeten Tumors. Dies zeigte, dass die einma-
lige Applikation von S. pyogenes zur kompletten Tumorlyse führte. Im Gegensatz dazu wur-
de bei Tieren, welchen die SLS- Deletionsmutante appliziert wurde, nur eine leichte Tumor-
regredienz beobachtet, die auch nach längerer Beobachtungszeit zu keiner signifikanten 
Reduktion des Tumorwachstums führte. Diese Befunde unterstützen Beobachtungen aus 
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anderen Studien, in denen festgestellt wurde, dass durch die stark herunterregulierte Pro-
duktion des Toxins SLS, eine weniger virulente Mutante des Wildtyps entsteht (165, 173, 
174). Datta et al. stellten in einem murinen Infektionsmodell fest, dass die SLS Produktion 
mit der Ausbreitung der Bakterien im Gewebe und dem Ausmaß der Zellschädigung assozi-
iert war (174). Tiere, die mit der SLS- Deletionsmutante infiziert wurden, entwickelten nur 
minimale nekrotische Hautläsionen. Ähnliche Reaktionen wurden nach Infektion der Panc02-
Tumoren beobachtet. SLS ist eines der stärksten bekannten Zytolysine, welches Zielzellen 
durch Bildung von Poren in der Membran schädigt (175). Neben Erythrozyten und Thrombo-
zyten wurde ebenso die Lyse von Tumorzellen durch SLS beschrieben (149, 165). Dies lässt 
vermuten, dass dem Toxin sowohl direkt bei der Schädigung der Pankreastumorzellen, als 
auch indirekt durch Vermittlung immunologischer Effekte eine wichtige Rolle zukommt und 
dass dessen Verlust das therapeutische Potential von S. pyogenes fast vollständig aufhebt. 
Ferner zeigen die Ergebnisse, dass die nach bakteriolytischer Therapie mit dem M49wt be-
obachteten Effekte spezifisch sind. Eine i. t. Applikation der Trägerlösung PBS in tumortra-
gende Kontrolltiere führte zu keiner Alteration des Tumorwachstums. Bei allen Kontrollgrup-
pen kam es zu progressivem Tumorwachstum. In Analogie zu Daten aus der Literatur (176, 
177) konnte damit bestätigt werden, dass die direkte Injektion in den Tumor keine unspezifi-
schen Nebeneffekte hervorruft, was eine wichtige Voraussetzung für die weitere Anwendbar-
keit der Therapiestrategie darstellt.  
 Das therapeutische Potential von S. pyogenes wurde ferner durch die Ergebnisse der Be-
handlung mit dem lysierten M49wt untermauert. Überraschenderweise führte die Lysatappli-
kation, welches ebenfalls das Toxin SLS enthielt, zu einer deutlichen Beeinflussung des Tu-
morwachstums. Bei zwei der sieben Panc02-Tumoren wurde sogar eine vollständige Tumor-
regression erzielt. Diese Ergebnisse wurden jedoch erst nach wiederholter Behandlung er-
halten, da die einmalige Lysatinjektion lediglich zu einer minimalen Alteration des Tumor-
wachstums führte. In Konkordanz zu diesen Befunden wurden in anderen Studien ebenfalls 
nur nach mehrfacher Vakzinierung antitumorale Effekte beschrieben (178, 179). Da avitale 
bakterielle Strukturen weniger starke proinflammatorische Reaktionen hervorrufen, kann folg-
lich vermutet werden, dass erst die repetitive Gabe des Lysates eine effektive aseptische 
Entzündungsreaktion hervorruft, die sekundär zur Stagnation des Tumorwachstums bzw. 
Tumorregredienz beiträgt, die jedoch ebenso spezifisch ist. Alle Panc02-Tumoren der Kon-
trollgruppe imponierten durch konstantes Wachstum. Weder das virale Enzym PlyC1 allein, 
noch dessen wiederholte i. t. Injektion, beeinflussten das Panc02-Tumorwachstum. 
 Die Ergebnisse der Behandlung mit Lysat waren dadurch mit den Effekten des Wildtyps 
M49 vergleichbar und belegten das antitumorale Potential von S. pyogenes eindrucksvoll. 
Allerdings muss in Betracht gezogen werden, dass bei diesen Therapieansätzen auch die 
Ausgangstumorgröße den Behandlungserfolg beeinflusst. Da man davon ausgeht, dass eine 
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Immuntherapie nur gegen eine begrenzte Zahl von Tumorzellen effektiv sein kann, betrug 
die durchschnittliche Tumorgröße zu Beginn der Therapie ebenfalls 100 mm³ und war damit 
mit anderen Studien vergleichbar, in denen bereits von antitumoralen Effekten infolge lokaler 
aktiver Immuntherapien berichtet wurde (176, 177, 180). Es ist somit fraglich, ob vergleichba-
re Erfolge auch bei großen, etablierten Tumoren mit intaktem Mikromilieu, sowie nach Me-
tastasierung erzielt werden können. Verschiedene Tumor-Escapemechanismen verhindern, 
trotz Immunstimulierung und T-Zellaktivierung, häufig zelluläre Immunantworten durch CTLs 
und damit eine erfolgreiche Tumorabstoßung (47). Bei einigen Tumoren konnte gezeigt wer-
den, dass APC in der Umgebung von Tumoren den T-Zellen Antigene präsentieren, jedoch 
nur ungenügend kostimulatorische Moleküle exprimieren und so zur Anergie der Lymphozy-
ten führen (47). Mit der Tumorgröße nimmt damit auch die Toleranzinduktion durch den Tu-
mor in der Peripherie zu. Gleichzeitig ist bekannt, dass T-Zellen von Tieren sowie Patienten 
mit malignen Erkrankungen schlechter auf Stimulation reagieren als T-Zellen gesunder Kon-
trollgruppen, was vermutlich auf, von Tumoren produzierten „Milieufaktoren“ zurückzuführen 
ist, die lokal und auch in der Umgebung die Funktion von T-Zellen beeinflussen (35, 59). In 
dieser Arbeit wurde bei den Tieren nach Panc02-Tumorexposition ebenso eine leichte sys-
temische Immunsuppression beobachtet, die sowohl NK- (NK1.1+) Zellen als auch T- (CD4+, 
CD8+) und B- (CD19+) Zellen betraf und mit einem Anstieg von IL-10 verbunden war, wel-
ches durch Inhibition der Zytokinsekretion aus Lymphozyten (Makrophagen, NK-Zellen) zu-
sätzlich immunsuppressiv wirkte.  
 Der Versuch, die Immuntoleranz zu überwinden und eine maximale Immunstimulierung 
auch bei großer Tumorlast zu erzielen, findet in verschiedenen experimentellen Studien zur 
aktiven Immuntherapie Anwendung (108, 110, 113). Die Bakterien bzw. mikrobiellen Kom-
ponenten werden häufig systemisch appliziert, da man davon ausgeht, dass durch eine sys-
temische Exposition eine stärkere Immunstimulierung erreicht wird, als durch die lokale Ap-
plikation (108, 111-113). Zu den bekanntesten Ansätzen zählt hierbei die intravenöse Injekti-
on mit attenuierten Clostridum novyi NT Sporen. Deren selektives Wachstum in exklusiv an-
oxischen Bereichen von Tumoren, das durch sekundäre Immunstimulierung zur Tumorre-
gression führt, wurde dokumentiert (108-110). Bei der bakteriolytischen Therapie mit C. novyi 
nutzt man damit die Eigenschaft der intratumoralen Hypoxie, die mit klinischem Fortschreiten 
des Karzinoms zunimmt. Bei verschiedenen experimentellen Tumoren, bislang jedoch nicht 
beim Pankreaskarzinom, ist die therapeutische Wirksamkeit dieser Behandlungsform nach-
gewiesen worden (109, 110). Eine komplette Tumorregression wurde allerdings nur in den 
wenigsten Fällen erzielt, da offenbar vitale Tumorzellen im Randbereich der Tumoren, sowie 
potentielle Mikrometastasen vom Immunsystem nicht vollständig erfasst wurden (181).  
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5.3.3. Induktion systemischer antitumoraler Immunantworten infolge lokaler mikro-
bieller Injektion 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass S. pyogenes in vivo antitumoral wirksam ist, wurde 
anschließend untersucht, ob die beobachteten Effekte auch auf immunologischen Mecha-
nismen beruhen und ob durch die Therapieregime spezifisch immunologische Effektorzellen 
generiert wurden. Hierfür wurden Immunzellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach The-
rapiebeginn mit dem M49wt sowie dem Lysat lokal und systemisch charakterisiert. 
 In Übereinstimmung mit anderen Studien, die bereits Immunantworten infolge lokaler Infek-
tionen beschreiben (116, 177), führte auch die Behandlung mit dem vitalen S. pyogenes 
M49wt zu einer massiven Induktion von Zellen der nicht-adaptiven Immunabwehr. Es kam zu 
einer transienten Leukozytose, die vor allem auf eine Zunahme segment- und stabförmiger 
neutrophiler Granulozyten als Antwort auf den frühen Anstieg des proinflammatorischen und 
chemotaktischen G-CSF zurückzuführen war. G-CSF stimuliert das Überleben und die Proli-
feration unreifer Vorläuferzellen des hämatopoetischen Systems (Prä-CFU) sowie determi-
nierter Progenitorzellen für neutrophile Granulozyten (CFU-GM) und wirkt auf reife neutrophi-
le Granulozyten (182). Durch G-CSF werden diese Zellen aktiviert und finden chemotaktisch 
den Weg zu Infektionsherden (182), in unserem Fall dem Panc02-Tumor, wo sie die Bakteri-
en bzw. infizierte Tumorzellen aufnehmen und abtöten. Über die Th1-Zyokine IFN-γ und TNF-
α, die in der postakuten Phase, an den Tagen 7 und 14 vermehrt nachgewiesen wurden, 
konnten dann zusätzlich zirkulierende Makrophagen, Monozyten sowie NK-Zellen, die zytoly-
tisches Potential besitzen, aktiviert und proinflammatorische Immunantworten verstärkt wer-
den. Zur Bekämpfung der bakteriellen Infektion kam es ferner exklusiv nach M49wt Applika-
tion zu einer sukzessiven Abnahme der Thrombozytenwerte, sowie des systemischen Häma-
tokrits, die von der Ausbildung einer hyperplastischen Splenomegalie begleitet war. Ähnliche 
Beobachtungen haben Cervi et al. gemacht, die eine negative Korrelation zwischen dem 
Hämatokrit und der Größe der Milz angeben. Demnach ist ein verringerter Hämatokrit indika-
tiv für eine leukozytäre Volumenexpansion (183). Es ist jedoch hervorzuheben, dass die Ef-
fekte nicht in einer septischen Entzündungsreaktion begründet sind. Weder die makroskopi-
schen, noch die histologischen (HE-Färbung) Untersuchungen gaben einen Hinweis auf eine 
Organschädigung. Dies gilt in identischer Weise für die Befunde der laborchemischen Analy-
sen der Leberenzymwerte ASAT und ALAT, sowie der in allen Geweben intrazellulär vor-
kommenden LDH. Für alle Parameter wurden supranormale (Tag 7) bzw. physiologische 
(Tag 14, 21, 28) Werte erhalten. Verschiedene Studien wiesen jedoch nach, dass die frühe 
Phase einer S. pyogenes Infektion durch extensive Infiltration von Zellen der nicht-adaptiven 
Immunabwehr gekennzeichnet ist, die primär dem Schutz vor systemischer Dissemination 
der Bakterien dient (133, 184). Vergleichbares konnte in der vorliegenden Arbeit beobachtet 
werden. Die lokale Infektion der Panc02-Tumoren mit dem M49wt führte zu einer massiven 
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Infiltration von Granulozyten in den Tumor, die ebenfalls insbesondere in der postakuten 
Phase (Tag 7, 14) ausgeprägt war.  
 Demzufolge sind auch die in der Milz detektierten immunologischen Veränderungen zu-
nächst auf antibakterielle Abwehrmechanismen zurückzuführen, die sekundär zur Ausbil-
dung antitumoraler Immunantworten beitragen. Diese Vermutung wird weiter unterstützt, da 
es nach M49wt Infektion zu einer stetigen Zunahme des Transferrinrezeptors CD71 kam und 
die bakterielle Infektion so über die Reduktion des Eisenangebotes für S. pyogenes kontrol-
liert werden konnte. Gleichzeitig wurden innerhalb der frühen postakuten Phase vermehrt 
Makrophagen, Monozyten, reife Granulozyten (CD11b+, Gr1+), sowie NK-Zellen (NK1.1+) 
nachgewiesen. Parallel kam es zu einer kontinuierlichen (CD80+) bzw. transienten (CD86+) 
Zunahme aktivierter Zellen, die auf die Generierung spezifischer Immunantworten hinwies. 
Dabei ist CD86 primär für die initiale T-Zell-Kostimulation und CD80 für die Aufrechterhaltung 
der T-Zellaktivierung entscheidend. So nimmt beispielsweise während der Reifung von B-
Zellen und anderen APC -die im Laufe einer Immunantwort an der ersten Aktivierung von T-
Zellen beteiligt sind- die Expression der B7-Moleküle (insbesondere CD80) zu (185).    E-
benso führen verschiedene Zytokine, wie z. B. IFN-γ, welches nach M49wt Infektion erhöht 
vorlag, zu einer vermehrten Expression von CD86 (185). Es ist folglich davon auszugehen, 
dass die B7-Moleküle während der Immunantwort auf die lokale Infektion des Tumors mit S. 
pyogenes indirekt die Aktivierung der T-Zellen mediierten. Die bakteriolytische Therapie mit 
dem M49wt war zusätzlich auch mit migratorischen Prozessen assoziiert, die hauptsächlich 
den Austritt von reifen T-Zellen bewirken. Am Tag 28 nach der Infektion kam es zu einer 
deutlichen Abnahme von CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Milz. Diese Vermutung wurde wei-
ter durch die kontinuierlich verminderte Expression von L-Selektin unterstützt. CD62L ist vor-
nehmlich auf naiven T-Zellen exprimiert, und wird während der Aktivierung aufgrund des L-
Selektin „sheddings“ herunterreguliert (186). Dies deutete darauf hin, dass die Zellen in die 
Blutbahn bzw. sekundäre lymphatische Organe, dabei vornehmlich in Lymphknoten, migrier-
ten, um dort als spezifische Effektorzellen Immunabwehrmechanismen zu vermitteln. Korre-
lierend wurde systemisch eine Erhöhung der Zytokine IL-6 und GM-CSF nachgewiesen, die 
vor allem von B- und T-Lymphozyten sowie von Makrophagen nach deren Aktivierung se-
zerniert werden (107). Da IL-6 ein Zytokin ist, das spezifisch B-Zellen zur Differenzierung 
anregt, und durch GM-CSF die Zytotoxizität von Lymphozyten gegenüber Tumorzellen ge-
steigert wird, war der in dieser Arbeit nachgewiesene Anstieg an den Tagen 14 und 21 nach 
bakteriolytischer Therapie ein weiterer Hinweis auf die Generierung spezifischer antitumora-
ler Immunantworten. 
 Darüber hinaus implizierten die nach Lysatbehandlung erhobenen Befunde, dass bereits 
die Anwesenheit mikrobieller Strukturen von S. pyogenes (Toxine, DNA, Zellwandbestandtei-
le, etc.) ebenfalls Immunantworten gegen Panc02-Tumoren induziert. Aus der Literatur ist 
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bekannt, dass durch bakterielle DNA (sogenannte CpG-Motive) das Gefahrensignal einer 
mikrobiellen Infektion imitiert werden kann. Ausgehend von zunächst unspezifischen Reakti-
onen werden auch antitumorale Immunantworten vermittelt (117, 187). Tepel et al. konnten 
2006 in einem orthotopen SCID-Mausmodell zum Pankreaskarzinom zusätzlich zeigen, dass 
neben DC vor allem NK-Zellen eine Inhibition des Tumorwachstums vermitteln (188). In Ana-
logie zu diesen und den eigenen Untersuchungen nach M49wt Infektion kam es auch durch 
die Lysatbehandlung zu einer systemischen proinflammatorischen Reaktion, die vornehmlich 
durch Makrophagen, Monozyten (CD11b+) sowie NK-Zellen (NK1.1+) mediiert wurde. Diese 
Zunahme von Zellen der nicht-adaptiven Immunabwehr im peripheren Blut war begleitet von 
einer massiven Erhöhung der Th1-Zytokine G-CSF, GM-CSF und IFN-γ, die zur Verstärkung 
und Aufrechterhaltung der Immunreaktion beitrugen. Damit waren die Ergebnisse nach Ein-
satz des Lysates mit den Effekten des Wildtyps M49 hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der 
Immunstimulierung im peripheren Blut sowie der Sekretion proinflammatorischer Th1-
Zytokine vergleichbar.  
 Demgegenüber zeigten sich nach Lysatbehandlung andere immunologische Reaktionen in 
der Milz. Während die bakteriolytische Therapie mit dem M49wt eine massive Erhöhung von 
Zellen der nicht-adaptiven Immunabwehr (Makrophagen, Monozyten) initiierte, wurden ver-
gleichbare Ergebnisse nach Lysatbehandlung nicht erhalten. Die Therapie führte ausschließ-
lich zu einem marginalen Anstieg von CD11b+ und Gr1+ Zellen, welcher ebenfalls nur inner-
halb der ersten 14 Tage nachweisbar war. Dies ließ vermuten, dass die beobachteten Effek-
te primär auf antibakterielle Mechanismen zurückzuführen waren, die dem Schutz vor sys-
temischer Dissemination der Bakterien dienten. Es wurde daher deutlich, dass der Milz als 
immunologisches Organ eine wichtige Rolle bei der primären Infektabwehr zukommt (189). 
Bei der Vermittlung der antitumoralen Effekte nach Lysattherapie scheinen demnach eher 
die spezifischen Immunzellen der Milz eine wichtige Rolle zu spielen. Ähnlich wie beim CpG 
wurde durch die Anwesenheit lysierter S. pyogenes Bakterien dem Immunsystem vorgege-
ben, dass der Tumor bakteriellen Ursprungs sei (116, 117, 190). Entsprechend wurde infolge 
der Behandlung mit dem Lysat eine Aktivierung von Splenozyten beobachtet. Neben einer 
kontinuierlichen Erhöhung des B7-Moleküls CD80 wurde hier zusätzlich eine transiente, aber 
massive Zunahme von CD40 nachgewiesen, das auf reifen DC vermehrt exprimiert wird 
(191). Dies lässt darauf schließen, dass die Immunabwehr initial über DC erfolgt, wie dies in 
Studien nach immuntherapeutischem Einsatz bakterieller DNA-Motive (CpG) bereits be-
schrieben wurde (188, 190). Die Beeinflussung des Tumorwachstums stellt allerdings ein 
Resultat komplexer immunologischer Interaktionen dar. Dementsprechend wurden durch das 
Lysat folgende sekundäre Effekte hervorgerufen: Innerhalb der ersten Woche nach Thera-
piebeginn kam es zu einem deutlichen Anstieg des auf unreifen B-Zellen exprimierten Anti-
gens CD19. L-Selektin wurde ebenfalls induziert, der Anteil von CD4+ und CD8+ T-Zellen war 
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hingegen fast unverändert. Die leichte Zunahme an Tag 7 deutet daher maximal auf eine 
Induktion naiver T-Zellen hin. Dahingegen wurde ICAM-1 (CD54), das als wichtiger Mediator 
der zellulären Migration agiert, kontinuierlich vermehrt auf den Splenozyten exprimiert. Paral-
lel kam es bis zum Tag 28 zu einer stetigen Zunahme NK1.1-positiver Zellen, welche vermut-
lich mit Aktivierungsprozessen assoziiert waren. NK-Zellen reagierten auf einen Stimulus, 
z. B. durch bakterielle Komponenten, mit einer vermehrten ICAM-1-Expression (192). Als 
Resultat der Aktivierung führen diese Zellen ihre Wirkung dann auf verschiedene Weise aus. 
Sie entwickeln lytische Aktivität, sezernieren, wie hier nach Lysatbehandlung, IFN-γ und GM-
CSF als Th1-Zytokine und initiieren die verstärkte Expression von Fc-Rezeptoren auf poly-
morphnukleären Leukozyten, verbunden mit einer Steigerung der ADCC (190).  
 Im Rahmen der phänotypischen Analysen zeigte sich außerdem, dass ein Teil der NK-
Zellen simultan den dendritischen Zellmarker CD11c, sowie CD45R, welches auf B- und T-
Zellen vorkommt, auf der Oberfläche trugen. Diese erst kürzlich identifizierte Zellpopulation 
der IKDC agiert als Vermittler zwischen nicht-adaptiver und adaptiver Immunität. Diese Zel-
len sind in der Lage, Tumorzellen direkt zu lysieren, naive T-Zellen zu aktivieren und eben-
falls durch die Produktion von IFN-γ APC zu stimulieren (36, 193). Die Funktion dieser Zellen 
bei der durch S. pyogenes mediierten, antitumoralen Immunantwort speziell, sowie allgemein 
nach aktiver Immuntherapie, ist bislang nicht geklärt. Sowohl die bakteriolytische Therapie 
mit dem M49wt, als auch die Lysatbehandlung führten zu einer Induktion von Zellen in der 
Milz. Da IKDC unter physiologischen Bedingungen jedoch in nur sehr geringer Quantität (ca. 
10.000-20000 Zellen/Milz, 193 und eigene Untersuchungen, nicht gezeigt) vorkommen, kann 
eine potentielle lytische Aktivität auch gegenüber Panc02-Tumorzellen abgeleitet werden.  
 Weiterführende Untersuchungen wiesen nach, dass die Anzahl zirkulierender Treg, welche 
antitumorale Immunantworten supprimieren, durch die Therapieschemata nur wenig beein-
flusst wurde. Ebenso konnte nicht bestätigt werden, dass Treg durch Panc02-Tumoren indu-
ziert werden, wie dies in der Literatur beschrieben wurde (148, 194). Allerdings führten beide 
Therapieschemata im Verlauf zu einer Herabregulation von Foxp3 in der CD4+ CD25+ Zell-
fraktion, die nach bakteriolytischer Therapie mit dem M49wt etwas deutlicher ausgeprägt 
war, als nach Lysatbehandlung und auf die leicht abweichende Therapie-induzierte Tumor-
regression zurückzuführen sein könnte. Insgesamt implizieren die bisher gewonnenen Er-
gebnisse jedoch, dass bei subkutaner, nicht metastasierender Tumorlast die Treg im periphe-
ren Blut keinen bzw. nur einen geringen Einfluss auf den Erfolg einer Immuntherapie haben. 
Diese Befunde zur Rolle der Treg beim Panc02-Tumormodell sind in zukünftigen Studien zu 
beachten, da in Publikationen auch über die Prävalenz von Treg im Tumor und in Tumor-
drainierenden Lymphknoten berichtet wird, die in dieser Arbeit nicht systematisch untersucht 
wurden (35, 61). Anhand der immunhistochemischen Analysen CD4+-infiltrierender Zellen 
ergab sich allerdings kein sicherer Hinweis auf tumor-infiltrierende Treg. Ein Vergleich von 
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Tumoren therapierter und nicht-therapierter Tiere zeigt deutlich, dass ausschließlich die Im-
muntherapie zur Infiltration von T-Zellen führt, welche sekundär zur Tumorregression beitra-
gen. Während nicht-therapierte Panc02-Kontrolltumoren nahezu keine Infiltrationen aufwie-
sen, wurden sowohl nach der Therapie mit dem M49wt, als auch mit dem Lysat vermehrt 
CD4+ bzw. CD8+- infiltrierende T-Lymphozyten nachgewiesen, die onkolytisches Potential 
besitzen (50, 51, 82, 195, 196). Zusätzlich zu den abweichenden systemischen Immunreak-
tionen gab es auch lokal Unterschiede im Verteilungsmuster der T-Zellen. Die bakteriolyti-
sche Therapie mit dem M49wt führte bereits am Tag 7 zur maximalen Infiltration von CD4+ 
bzw. CD8+-Zellen, welche mit der makroskopisch schnellen Stagnation des Tumorwachs-
tums korrelierte. Demgegenüber waren nach der Behandlung mit dem Lysat zwar initial we-
niger Infiltrate nachweisbar, die Anzahl infiltrierender CD8+-Zellen war jedoch über den ge-
samten Beobachtungszeitraum von vier Wochen deutlich erhöht und bestätigte die Induktion 
spezifischer Abwehrmechanismen, bei denen die CTL die wichtigsten Effektoren der Tumor-
abwehr sind (50, 51, 82). Das Abtöten der Zielzellen durch CTL erfolgt dabei entweder direkt 
über den Perforin/Granzym-Weg oder indirekt durch Sekretion proinflammatorischer Th1-
Zyokine, wodurch weitere Effektorzellen (z. B. Makrophagen) stimuliert und damit Immun-
antworten verstärkt werden. Entsprechendes konnte auch in dieser Arbeit anhand der über 
den Zeitverlauf kontinuierlichen Zunahme von TNF-α, sowie einer anhaltend vermehrten 
IFN-γ-Konzentration im Plasma nachgewiesen werden (s. 4.2.6.). 
 Ein weiterer Befund der immunhistochemischen Untersuchungen von Tumoren aus Kon-
trolltieren, denen PlyC1 lokal appliziert wurde, war die vergleichsweise starke Infiltration mit 
CD8+-Lymphozyten. Diese Infiltration korrelierte jedoch weder mit einer Alteration des Tu-
morwachstums, noch mit systemischen immunologischen Veränderungen (Induktion von 
Granulozyten, Monozyten, T-Zellen, Zytokinsekretion etc.). Daher sind die Beobachtungen 
vermutlich darauf zurückzuführen, dass das PlyC1 unspezifisch als virales Fremd-Antigen 
erkannt wird, wie dies für andere virale Proteine ebenfalls berichtet wurde (197). 
 
5.3.4.   Funktionelle Analysen zu antitumoralen Immunreaktionen nach der aktiven 
  Immuntherapie  
In den vorliegenden Experimenten ebenso wie in der Literatur (195, 196) gab es zahlreiche 
Hinweise auf eine Beteiligung von sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen bei der Immunant-
wort gegen Tumoren. So erwiesen sich T-Helferzellen als notwendig für die Induktion einer 
tumorspezifischen CTL-Antwort in vitro wie auch in vivo in der Maus (196). Für den therapeu-
tischen Erfolg waren allerdings ausschließlich die CTL, aber nicht die CD4+-Lymphozyten 
notwendig. Andere Studien beschreiben ebenfalls, dass eine Tumorabstoßung in Abhängig-
keit vom jeweiligen Modell vornehmlich durch NK-Zellen und CTL vermittelt wird (190, 192). 
 Die Ergebnisse aus der vorliegenden Studie deuten auf eine Beteiligung sowohl des ange-
borenen als auch des erworbenen Immunsystems hin. So zeigten Splenozyten aus Mäusen 
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nach M49wt-Therapie eine frühe Reaktivierbarkeit in vitro, welche zur Freisetzung von IFN-
γ im ELISpot-Assay führte. Die maximale Anzahl IFN-γ sezernierender Lymphozyten wurde 
bereits am Tag 7 nach bakteriolytischer Therapie nachgewiesen. Außerdem wurde eine 
Kreuzreaktivität gegenüber verschiedenen Tumorentitäten induziert. Alle syngenen Tumor-
zellen, also neben Panc02 auch EL4 (Lymphom) und CMT-93 (Rektumkarzinom), triggerten 
zeitabhängig die antigeninduzierte Freisetzung von IFN-γ aus den Lymphozyten M49wt-
therapierter Tiere. Dies resultierte jedoch nicht aus einem unspezifischen Aktivierungspro-
zess, da die Kokultivierung mit syngenen nicht-malignen Kontrollzellen (MC3T3-E1, PBMC) 
nicht zur Lymphozyten-vermittelten IFN-γ Sekretion führte. Ebenso zeigten Lymphozyten 
tumortragender und tumorfreier Kontrolltiere keine Reaktivierbarkeit gegenüber den Zielzel-
len. Die beobachteten Effekte sind demnach spezifisch und weisen darauf hin, dass sowohl 
NK-Zellen, als auch CTL die Haupteffektorzellen der M49wt-mediierten Panc02-Tumor-
abwehr waren. Beide Zellpopulationen sezernieren bei Aktivierung IFN-γ und wurden zu frü-
hen Zeitpunkten nach bakteriolytischer Therapie zusammen mit den kostimulatorischen B7-
Molekülen vermehrt in der Milz detektiert (s. 5.3.3.). Entsprechend des reduzierten Anteils an 
NK-Zellen, sowie der Migration von CD8+ T-Zellen aus der Milz in sekundäre lymphatische 
Organe zu späteren Untersuchungszeitpunkten, wurden am Tag 28 nach bakteriolytischer 
Therapie ebenfalls nur wenige IFN-γ sezernierende Lymphozyten nachgewiesen. Parallel 
wurde jedoch eine über den Zeitverlauf stetig zunehmende lytische Aktivität von Lymphkno-
ten-Lymphozyten gegenüber Panc02-Tumorzellen festgestellt, die auf die Entwicklung einer 
tumorspezifischen Gedächtnisantwort hinwies. In entsprechenden Zytotoxizitätsuntersu-
chungen wurde das Ausmaß der durch Lymphozyten induzierten Zielzelllyse mittels LDH 
analysiert, welches aus Zellen nach irreversibler Membranschädigung freigesetzt wird. Diese 
Untersuchungen belegten, dass Panc02 Zellen von den Lymphozyten erkannt und in der 
Folge effektiv lysiert wurden. Lymphozyten, die am Tag 28 nach bakteriolytischer Therapie 
gewonnen wurden, induzierten bei bis zu 50 % der Panc02 Zellen innerhalb von 24 h eine 
irreversible Schädigung. Ergänzende durchflusszytometrische Analysen zeigten zusätzlich, 
dass diese Effekte initial auf apoptotische bzw. „aponekrotische“ Mechanismen zurückzufüh-
ren waren. Der Nachweis, dass sowohl NK-Zellen, als auch CTL in den Lymphknoten 
M49wt-therapierter Tiere deutlich häufiger detektiert wurden, als in nicht-therapierten Kon-
trolltieren, sowie deren Fähigkeit, in Zielzellen eine Apoptose auslösen zu können, war damit 
ein weiterer Hinweis, dass beide Zellpopulationen entscheidende Effektoren der Antitumor-
immunität sind (50, 51). Der wichtigste Mediator zur Induktion von Apoptose in der Zielzelle 
ist dabei Granzym B, welches direkt die Tumorzellmembran zerstören kann (33). Nach Frei-
setzung wird es zusammen mit Perforin von den Tumorzellen aufgenommen und gelangt in 
das Zytosol. Dort kann Granzym B dann Caspasen vorzugsweise durch Spaltung nach der 
Aminosäure Aspartat aktivieren, die sich ihrerseits in einer komplexen Hierarchie gegenseitig 
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aktivieren (198). Innerhalb der Kaskade werden zunächst die Initiatorcaspasen (z. B. Casp-
8) und anschließend die Effektorcaspasen (z. B. Casp-3) durch proteolytische Prozessierung 
aktiviert (198). Durch die Caspasenaktivierung wird die Schädigung irreversibel und es 
kommt zum Zelltod. Die zu späteren Zeitpunkten nach M49wt-Therapie beobachteten spät-
apoptotischen Zellläsionen könnten auf andere Zelltod-induzierende Mechanismen zurückzu-
führen sein. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass durch die bakteriolytische Therapie spezifi-
sche Effektorzellen generiert wurden, die bei erneutem Antigenkontakt schnell einen Zelltod 
in den Panc02 Zellen auslösen können. Demzufolge ist die Apoptose bereits nach 4 h soweit 
fortgeschritten, dass die Zellen durch Veränderungen der Plasmamembran als „spätapopto-
tisch“ identifiziert werden. Insgesamt deuten die Ergebnisse damit darauf hin, dass die Apop-
tose im Vordergrund steht, die Zellen jedoch auch in „sekundäre“ Nekrose übergehen, wo-
durch auch die Resultate der LDH-Zytotoxizitätsanalysen, hinsichtlich der kontinuierlichen 
Zunahme der lytischen Aktivität von Lymphozyten gegenüber Panc02-Tumorzellen, verifiziert 
wurden.  
 In Übereinstimmung mit dem ELISpot-Assay wurde beim LDH-Zytotoxitätstest mit Lympho-
zyten M49wt-therapierter Tiere wiederum eine Kreuzreaktivität gegenüber den syngenen 
Tumorzellen EL4 und CMT-93 nachgewiesen, die über den gesamten Zeitverlauf fast unver-
ändert stark erhalten blieb. Damit wird die Hypothese untermauert, dass CTL nach Aktivie-
rung und Reifung aus der Milz in die Lymphknoten wandern, wesentlich an der Lyse der 
Zielzellen beteiligt sind und Epitope auf verschiedenen Tumorentitäten erkennen. Ähnliches 
wurde auch von Bauer et al. festgestellt (130). Die Arbeitsgruppe berichtete in einer kürzlich 
veröffentlichten DC-Vakzinierungsstudie ebenfalls von Peptid-spezifischen CTL, die zytolyti-
sche Aktivität gegen Panc02-Pankreastumoren und C26-Kolontumoren besitzen. Sie konn-
ten zeigen, dass diese Effekte auf der spezifischen Erkennung des H-2Kb-restringierten 
p15E604-611 Peptids beruhen (130). Diese Annahme wird weiter unterstützt, da nach Lysatbe-
handlung ebenfalls tumorspezifische Effekte beobachtet wurden. Hierbei zeigte sich, dass in 
Analogie zu den phänotypischen Befunden der Splenozyten auch zu späteren Zeitpunkten 
noch reaktive NK- und T-Zellen in der Milz vorhanden waren (s. 5.3.3.). Bis zum Tag 21 nach 
der Lysattherapie wurde eine erhöhte IFN-γ Sekretion aus den Splenozyten durch Panc02 
Zellen vermittelt. Anders als nach M49wt-Behandlung kam es jedoch nur am Tag 7 zu einer 
Kreuzreaktivität sowohl gegen die syngenen malignen EL4 und CMT-93 Zellen, als auch 
gegen die Kontrollzellen MC3T3-E1 und PBMC, die daher auf tumorunspezifische Effekte 
zurückzuführen sind. Erwartungsgemäß wurde auch im Rahmen der funktionellen Zytotoxizi-
tätsuntersuchungen nur eine marginale lytische Aktivität der Lymphknoten-Lymphozyten 
gegenüber den syngenen Tumor- (EL4, CMT-93) und Kontrollzellen (MC3T3-E1, PBMC) 
nachgewiesen. Darüber hinaus zeigten immunologische Effektorzellen der Kontrollgruppen 
ebenfalls weder eine erhöhte IFN-γ Sekretion noch eine verstärkte lytische Aktivität nach 
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Kontakt mit den Zielzellen, wodurch einerseits die Spezifität der induzierten Immunantwort 
belegt wurde. Andererseits wurde aber auch nachgewiesen, dass die zuvor beschriebenen 
immunhistologischen Befunde hinsichtlich der vermehrten CD8+-Zellinfiltration PlyC1-
exponierter Kontrolltiere (s. 5.3.3.), wie bereits vermutet, ausschließlich auf unspezifischen 
Mechanismen beruhen, die in keinem Zusammenhang mit den immun-vermittelten Effekten 
nach Lysatbehandlung standen.  
 In den ergänzenden funktionellen Analysen konnte dann eine graduelle Zunahme der lyti-
schen Aktivität von Lymphknoten-Lymphozyten gegenüber den Panc02 Zellen gezeigt wer-
den, die am Tag 21 mit über 40 % Zielzelllyse am stärksten ausgeprägt und -in Analogie zu 
den Resultaten nach M49wt-Therapie- primär auf die Induktion von Apoptose zurückzufüh-
ren war. Allerdings ist zu bemerken, dass trotz starker Zielzelllyse insgesamt weniger 
Panc02 Zellen von den Lymphozyten abgetötet wurden als nach bakteriolytischer Therapie 
mit den vitalen Bakterien. Die durch die Lymphozyten vermittelten zytotoxischen Effekte wa-
ren jedoch so effektiv, dass es bereits nach 4 h zu einer irreversiblen Schädigung in den 
Zielzellen kam, so dass diese als „spätapoptotisch“ bzw. sekundär nekrotisch detektiert wur-
den. Dies könnte auf einen initial starken Aktivierungszustand der Lymphozyten hindeuten, 
die in der Lage waren, Panc02 Zellen effektiv zu lysieren. Aufgrund der beobachteten 
schnellen Zielzelllyse, sowie der phänotypischen Befunde von Immunzellen in Blut und Milz 
ist aber davon auszugehen, dass die Effekte zumindest bis zum Tag 21 eher durch NK-
Zellen, als durch CTL mediiert wurden. Damit liegt hier eine Differenz zu den Befunden nach 
bakteriolytischer Therapie mit dem M49wt vor. Ein besonderes Charakteristikum der NK-
Zellen ist deren schnelle und direkte Lyse der Zielzellen durch Exozytose von -wie zuvor 
bereits beschrieben- mit Granzym A/B und Perforin gefüllten Granula, die an der Zielzelle 
Apoptose und Nekrose bewirken (33). Dies entsprach den beobachteten Vorgängen nach 
Kokultur von Lymphknoten-Lymphozyten Lysat-behandelter Tiere mit den Panc02 Zellen. Da 
NK-Zellen ihre Antitumor-Aktivität auch nicht MHC-restringiert entfalten, sind Immunreaktio-
nen insbesondere bei Karzinomen mit reduzierter MHC-Klasse-I-Expression, wie den huma-
nen und den murinen Pankreastumoren (1, 66, 199), durchaus wünschenswert (142). Die 
Notwendigkeit von NK-Zellen zur immun-vermittelten Tumorabwehr wurde ebenso bei der 
BCG-Immuntherapie des superfizialen Blasenkarzinoms beschrieben (119). BCG-aktivierte 
NK-Zellen können die Blasenkarzinomzellen effizient töten. Die Depletion dieser Zellpopula-
tion durch anti-NK1.1 Antikörper führte jedoch im experimentellen C57Bl/6 Modell zu einer 
deutlich verminderten zellulären Zytotoxizität und hob den therapeutischen Effekt fast voll-
ständig auf (118). In Analogie zu diesen Befunden könnte den NK-Zellen auch in der vorlie-
genden Arbeit eine Schlüsselrolle bei der induzierten Tumorabwehr zukommen. Dafür spra-
chen die systemisch konstant erhöhten IFN-  Spiegel, die zu einer vermehrten Antigenprä-
sentation auf DC und einer Polarisierung der Immunantwort in Richtung Th1 beitrugen,    e-
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benso wie der Nachweis, dass NK-Zellen die stärkste Zellpopulation sowohl in Blut, als auch 
in sekundär lymphatischen Organen (Milz, Lymphknoten) waren und der Anteil der CD8+-
Lymphozyten nur transient anstieg.  
 Dessen ungeachtet könnte auch die fehlende Kreuzreaktivität gegenüber anderen synge-
nen Tumorentitäten ein Hinweis darauf sein, dass hauptsächlich die NK-Zellen als Indukto-
ren der Panc02-Zelllyse agierten. Ausgehend von den eigenen Ergebnissen und von Daten 
aus anderen Studien, wurden durch eine mikrobielle Immuntherapie nicht ausschließlich 
spezifisch gegen einen Tumor -in diesem Fall der Panc02-Tumor- gerichtete Immunantwor-
ten induziert (119). Vielmehr kommt es infolge der aktiven Immunstimulierung zu einer po-
lyklonalen Aktivierung und Expansion von Effektorlymphozyten, welche gegen Epitope auf 
verschiedenen Tumorentitäten reaktiv sind (130, 200). Vergleichbares konnte nach der bak-
teriolytischen Therapie mit dem M49wt beobachtet werden. NK-Zellen besitzen allerdings im 
Gegensatz zu aktivierten T-Zellen, nur eine marginale lytische Aktivität gegenüber den EL4 
Lymphomzellen (201). Ballas et al. berichteten 2001, dass die infolge einer Immuntherapie 
mit CpG generierten NK-Zellen, zwar die entscheidenden Effektoren zur Lyse von B16 Mela-
nomzellen, jedoch nicht von EL4 Zellen waren (201), die ausschließlich durch aktivierte CTL 
abgetötet wurden. Demzufolge könnten auch die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Be-
funde darauf zurückzuführen sein, dass NK-Zellen zwar die Panc02, aber nicht die EL4 Zel-
len lysieren konnten und dass der Anteil tumorreaktiver CTL in den Lymphknoten zunächst 
zu gering ist, um eine deutliche Schädigung in den syngenen Tumorzellen zu vermitteln. A-
nalog könnte dies trotz bislang fehlender Daten aus der Literatur für die kolorektalen CMT-93 
Zellen gelten.  
 Am Tag 28 nach Lysatbehandlung war die zytotoxische Aktivität von Lymphknoten-
Lymphozyten gegenüber allen untersuchten malignen Zellen (Panc02, EL4, CMT-93) mit 
jeweils ca. 20 % Zelllyse vergleichbar stark ausgeprägt. Gleichzeitig betrug die lytische Akti-
vität gegenüber den Kontrollzellen (MC3T3-E1, PBMC) deutlich weniger als 10 %. Die Beob-
achtungen sind folglich nicht auf unspezifische Mechanismen zurückzuführen. Sie implizie-
ren damit, das zwar initial weniger CTL aktiviert wurden, jedoch im Zeitverlauf die Anzahl 
funktioneller Lymphozyten bzw. die Reaktivität der Zellen gegenüber den Zielzellen zunimmt, 
welche dann in sekundär lymphatischen Organen (v. a. Lymphknoten) akkumulieren und 
tumorantigen-spezifisch Zielzellen lysieren können.  
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5.3.5.  S. pyogenes vermittelt partielle protektive Immunität gegen Panc02-Tumo-
  ren in vivo  
In Rechallenge-Untersuchungen, bei denen der Funktionalität der Immunreaktion überprüft 
wurde, konnte gezeigt werden, dass die in vitro Befunde auf zellulärer Ebene in vivo teilwei-
se reproduzierbar waren. CTL stellen diejenige Zellpopulation dar, die für eine spezifische 
Tumorlyse und damit für den gewünschten immunologischen Effekt hauptsächlich verant-
wortlich ist. Die spezifische Aktivierung der CTL konnte nachgewiesen werden, da alle Tiere, 
bei denen es initial zu einer Therapie-bedingten Regression des Panc02-Tumors kam, eine 
deutliche Wachstumsverzögerung nach wiederholter Tumorzellapplikation aufwiesen, welche 
bis zum Tag 28 nach dem Rechallenge signifikant war. Die Untersuchungen ergaben aber 
auch, dass weder die Behandlung mit dem Lysat, noch die bakteriolytische M49wt-Therapie, 
eine vollständige dauerhafte, protektive Immunität in vivo vermittelte. Keines der Lysat-
behandelten und nur eines der sechs M49wt-kurierten Tiere war in der Lage, den Tumor 
komplett abzustoßen. Dies lässt den Schluss zu, dass die Therapie mit vitalen Bakterien im 
Vergleich zur Behandlung mit den lysierten S. pyogenes, nicht nur zu einer effizienteren Lyse 
auf zellulärer Ebene führt, sondern auch in vivo immunologisch effektiver war. In Analogie zu 
diesen Befunden konnten Avogradi et al. 2005 in einem murinen C57Bl/6 Tumorinfektions-
modell zeigen, dass die Infektion von B16F10 Melanomzellen mit vitalen attenuierten Bakte-
rien der Gattung Salmonella typhimurium eine systemische Antitumorimmunantwort indu-
ziert, die zur Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses führte (180). Die den Anti-
tumoreffekten zugrunde liegenden Mechanismen beruhen auf einer mikrobiell-vermittelten 
Kreuzpräsentation von Tumorantigenen, wodurch CTLs aktiviert werden, die Tumorzellen 
antigenspezifisch lysieren können (180). Entsprechendes wurde auch von Eisold et al., 2007 
berichtet. In dieser Studie konnte eine systemische Immunprotektion infolge lokaler und sys-
temischer AAV-2-Infektionen bei syngenen Rattenpankreastumoren nachgewiesen werden 
(177). Erstaunlich bei diesen Untersuchungen war, dass die Tiere nach der Therapie gegen 
eine wiederholte DSL6A-Tumorzellexposition geschützt waren, obwohl es initial nicht zur 
vollständigen Tumorregression kam. Die Autoren erklärten die Effekte damit, dass die Anzahl 
reaktiver CD8+ T-Zellen zwar primär nicht ausreichend war, um etablierte Tumoren vollstän-
dig zu eliminieren, die CTLs jedoch bei erneutem Antigenkontakt -im Sinne einer immunolo-
gischen Gedächtnisantwort- schnell gegen die Pankreastumorzellen vorgehen konnten und 
damit die Tumoretablierung sowie die Ausbildung eines funktionellen Tumormikromilieus 
inhibierten, das sich vor infiltrierenden CD8+ T-Zellen schützen kann (177). Die infolge der 
Behandlung mit dem Lysat beobachteten Effekte entsprechen diesen und belegen die Induk-
tion tumor-spezifischer Immunantworten. Sie zeigen außerdem, dass eine komplette Reg-
ression des Primärtumors nicht essentiell für die Ausbildung eines immunologischen Ge-
dächtnisses ist. Vielmehr von Bedeutung ist das komplexe Zusammenwirken verschiedener 
Faktoren, die sekundär zur Aktivierung und klonalen Expansion spezifischer Effektorzellen 
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führen, die nach erneuter Antigenexposition schnell peptidspezifisch reagieren und damit die 
Etablierung von Tumoren zumindest deutlich verzögern können. Entsprechend waren auch 
in dieser Arbeit die Ergebnisse nach dem Rechallenge in beiden Gruppen in Bezug auf die 
Wachstumsverzögerung der Panc02-Tumoren (ca. 75 % im Vergleich zu Kontrollgruppen) 
identisch, obwohl ursprünglich nur durch die vitalen Bakterien eine komplette Tumorremissi-
on erzielt wurde.  
 Ein weiterer Befund der funktionellen in vivo Analysen war, dass auch die „präventive Vak-
zinierung“ mit S. pyogenes zu einer leichten Verzögerung des Tumorwachstums führt. Naive 
tumorfreie Tiere, die 28 Tage vor der Tumorinduktion zur Kontrolle eine einmalige Gabe von 
S. pyogenes M49wt erhielten, zeigten gegenüber tumortragenden Kontrolltieren ein leicht 
verlangsamtes Panc02-Tumorwachstum. Die lokale Injektion mit S. pyogenes führte damit 
bereits zur Immunstimulierung, welche primär der Kontrolle der bakteriellen Infektion diente 
(133, 184). Nach Applikation von Panc02-Tumorzellen konnten dann bereits aktivierte 
Neutrophile, Makrophagen und Granulozyten schnell rekrutiert werden, die direkten Einfluss 
auf das Wachstum der Tumoren nahmen. Vermutlich wurde aber aufgrund eines Defizits an 
proinflammatorischen Stimuli, sowie simultaner Sekretion von anti-inflammatorischem IL-10 
aus Panc02 Zellen (201) keine dauerhafte Tumorregredienz erzielt, so dass es durch Über-
windung der Immunabwehr, sowie Induktion einer tumorspezifischen Toleranz zur Manifesta-
tion des Tumorwachstums kam (40). Dennoch stellt die präventive Vakzinierung vor der Im-
muntherapie, wie in der Literatur mehrfach beschrieben, eine Option dar (180, 203, 204), um 
mit bakteriellen Komponenten sowohl direkt lokal, als auch indirekt systemisch die durch den 
Tumor induzierte Toleranz noch effektiver zu durchbrechen und eine dauerhafte tumoranti-
gen-spezifische Immunität zu induzieren. 
 Die beschriebenen Effekte bezüglich des antitumoralen und immunstimulierenden Potenti-
als von S. pyogenes belegen, dass es infolge der Therapie zu einer spezifischen Th1-
gerichteten Panc02-Antitumorimmunität kommt. Obgleich sich die Ergebnisse nach bakterio-
lytischer Therapie mit dem vitalen M49wt von den Befunden nach Lysatbehandlung unter-
schieden, zeigten sie dennoch, dass S. pyogenes prinzipiell für eine aktive Immuntherapie 
geeignet ist. Diese Befunde führten zur Entwicklung folgenden Modells:  
 Die intratumorale Injektion induziert eine direkte Schädigung der Panc02 Zellen und vermit-
telt eine lokale Inflammation, welche vom Immunsystem des Wirtes erkannt wird. Dieses 
reagiert auf die Entzündung mit einer massiven, systemischen Produktion von proinflamma-
torischen Zytokinen (G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, TNF-α) und führt dadurch zur Infiltration von 
Immunzellen (v.a. neutrophile Granulozyten) aus dem peripheren Blut in den Tumor. Dort 
kommt es neben der Eliminierung von infektiösen Komponenten (bakterielle DNA, Toxine, 
etc.), ebenfalls zur Aufnahme von Fragmenten bereits lysierter Tumorzellen bzw. zur Elimi-
nierung infizierter Tumorzellen. Resultierend aus diesen zunächst noch nicht MHC-
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restringierten tumorlytischen Effekten, transportieren aktivierte APC dann aufgenommene 
Tumorantigene in die sekundären lymphatischen Organe, wie Lymphknoten und Milz, wo sie 
diese in Form von prozessierten Peptiden präsentieren. Naive T-Zellen zirkulieren durch die-
se Organe und werden durch die Bindung von L-Selektin (CD62L) am Endothel festgehalten. 
Binden sowohl ihr TZR als auch der Korezeptor an das entsprechende MHC-Molekül, wird 
ein erstes Signal in die Zelle weitergegeben. Dadurch wird die Signalkaskade ausgelöst, die 
zur Differenzierung in eine Effektorzelle führt. Über die kostimulatorischen Moleküle B7.1 und 
B7.2 auf APC werden dann T-Zellen, insbesondere CD8+-T-Lymphozyten, aktiviert und zur 
klonalen Expansion angeregt. Daraufhin kommt es neben der  Expression antiapoptotischer 
Proteine, auch zur Produktion von Th1- (TNF-α, IFN-γ) und Th2- (IL-5, IL-6) Zytokinen, sowie 
zur weiteren Differenzierung und Proliferation der T-Zellen. Als Folge dieser Aktivierungspro-
zesse können dann Tumorantigen-spezifische Effektorzellen gebildet werden, welche primär 
durch zelluläre, aber auch durch humorale Mechanismen antitumorale Immunantworten 
vermitteln, die zur Lyse von Tumorzellen führen. Über die Entwicklung einer Gedächtnisant-
wort kommt es schließlich zur Immunprotektion, die den Wirt dauerhaft gegen Tumoren 
schützt. 
 
5.3.6.  Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen dem murinen und dem hu-
 manen System in Bezug auf die Infektion mit S. pyogenes 
Ausgehend von den beschriebenen Ergebnissen zur antitumoralen Aktivität kann man 
schlussfolgern, dass wichtige Parallelen zwischen der humanen und der murinen Infektion 
mit S. pyogenes bestehen, die prinzipiell zu einer erfolgreichen Antitumortherapie beitragen 
können. Zu diesen zählen: (I) die schnelle Zelllyse nach der Infektion, die begleitet wird von 
Ulzeration und Nekrotisierung des Gewebes; (II) die signifikante und persistierende Erhö-
hung proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-α und IFN-γ; (III) die begleitende Aktivierung 
von Immunzellen, speziell NK-Zellen und DC; (IV) die massive Gewebeinfiltration mit 
proinflammatorischen Zellen des nicht-adaptiven (Granulozyten), aber auch adaptiven Im-
munsystems (T-Zellen); sowie (V) die Fähigkeit zur Vermittlung einer protektiven Immunität.  
 Natürlich muss die Induktion einer spezifischen Immunreaktion gegen Tumorzellen durch 
S. pyogenes noch in weiteren Modellsystemen nachgewiesen werden. Verschiedene Ge-
sichtspunkte müssen zusätzlich berücksichtigt werden, wenn man die Therapiestrategie vom 
murinen Modell auf den menschlichen Organismus und damit in die Klinik übertragen will. 
Der wichtigste Aspekt ist dabei in der Fähigkeit der Kontrolle einer Infektion mit vitalen S. 
pyogenes Bakterien zu suchen. Murine Makrophagen sind -wie eingangs bereits beschrie-
ben- in der Lage, Streptokokken in der Abwesenheit opsonisierender Antikörper zu phagozy-
tieren (172). Dies ist für humane Zellen nicht beschrieben. Die Bakterien besitzen Oberflä-
chenproteine (M-Proteine) mit antiphagozytotischer Aktivität, die den Streptokokken zur An-
heftung an die Epithelzellen dienen und auch systemisch das Wachstum in menschlichem 
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Blut ermöglichen. Durch verschiedene Interaktionen wird die Aktivierung des alternativen 
Komplementweges verlangsamt und die antikörperunabhängige Phagozytose des Erregers 
vermindert (205), was eine Kolonisierung von S. pyogenes erleichtert und einen negativen 
Einfluss auf die Bekämpfung der Infektion haben könnte. Dieses Risiko kann durch den Ein-
satz des Lysates umgangen werden. Allerdings kann bislang nicht beurteilt werden, ob es 
beim Menschen durch intratumorale Injektionen ebenfalls zu einer direkten Aktivierung des 
Immunsystems kommt, welche eine Tumorregression bewirken sollte. Jedoch konnte Coley 
vor mehreren Dekaden zeigen, dass sich bestimmte Tumoren (vornehmlich Sarkome) infolge 
lokaler Applikationen bakterieller Lysate aus S. pyogenes, vorübergehend zurückbildeten 
(97, 100). Ferner ist bekannt, dass nach repetetiver intratumoraler Applikation von antibio-
tisch (Penicillin) abgetöteten Streptokokken-Präparationen (= OK-432), antitumorale und 
immunstimulierende Effekte gegenüber unterschiedlichen Tumorentitäten vermittelt werden 
(206). Künftige Studien müssen jedoch zeigen, ob diese Therapieerfolge nicht nur in tierex-
perimentellen Systemen, sondern auch bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom, insbe-
sondere bei lokal weit fortgeschrittenem Tumorwachstum, bestätigt werden können.  
 
5.3.7.  Kritische Bewertung der aktiven Immuntherapie mit S. pyogenes und zu-
  künftige Untersuchungen zur Anwendbarkeit dieser Therapiestrategie 
Ziel dieser Arbeit war es, S. pyogenes im subkutanen Pankreaskarzinommodell der Maus 
einzusetzen und deren tumorlytisches, sowie immunstimulierendes Potential in vivo zu ana-
lysieren. Voraussetzung für den therapeutischen Einsatz der Bakterien war eine effiziente 
Abtötung der Tumorzellen, welche sowohl für humane, als auch murine Pankreaskarzinom-
zellen gezeigt wurde. Eine weitere wichtige Voraussetzung für eine erfolgreiche Immunthe-
rapie war die Stimulation des Immunsystems zu einer effektiven, gegen den jeweiligen Tu-
mor gerichteten Immunantwort. In dieser Arbeit wurde im experimentellen Panc02-
Tumormodell nachgewiesen, dass durch die lokale Applikation von S. pyogenes bzw. deren 
Lysaten, solide Tumoren ganz oder teilweise eliminiert werden können und dass diese Effek-
te auf der Induktion spezifischer Immunantworten basierten, die eine partielle Immunprotek-
tion vermittelten. Diese Ergebnisse sind im Hinblick auf die Weiterentwicklung der bearbeite-
ten Therapiestrategie von Bedeutung. Um jedoch valide Aussagen bezüglich der Eignung 
der Behandlung in späteren klinischen Studien treffen zu können, müssen weiterführende 
Analysen erfolgen.  
 Bei den initialen in vitro Untersuchungen wurde bereits festgestellt, dass Pankreaskarzi-
nomzellen zwar durch S. pyogenes getötet werden, jedoch Unterschiede in der Ausprägung 
der Zelltodinduktion in den infizierten Zellen bestehen (s. 5.3.1.). Es sollten daher zunächst 
Analysen zur Zytotoxizität von S. pyogenes auch gegenüber anderen Pankreaskarzinomzel-
len sowie weiteren Tumorentitäten durchgeführt werden, um das Spektrum der Anwendbar-
keit dieser Therapiestrategie noch besser beurteilen zu können. Damit stellt sich auch die 
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Frage, ob Bakterien der Gattung S. pyogenes am besten für die Immuntherapie geeignet 
sind, oder ob eventuell andere Bakterienstämme bei potentiell geringerer Toxizität, ver-
gleichbare Antitumor-Aktivität besitzen. In bereits durchgeführten experimentellen Studien 
konnte gezeigt werden, dass apathogene Bakterien der Gattung Bifidobakterium (Bifidobac-
terium longum), welche zur Normalflora des Magen-Darm-Traktes gehören, prinzipiell anti-
tumoral wirksam sind (111, 113). Daten zur Beteiligung des Immunsystems bei der Tumor-
therapie liegen allerdings nicht vor. Aus der Literatur ist bislang nur bekannt, dass Bifidobak-
terien eine Tumorlyse induzieren und damit zur Regression der Tumoren beitragen (111, 
113). Andere Untersuchungen beschreiben dahingegen nur eine marginale Antitumor-
Aktivität dieser, sowie anderer apathogener Bakterienstämme (Lactobacilli, Clostridia) (108). 
Die Einsetzbarkeit von apathogenen Bakterien im experimentellen Pankreaskarzinommodell 
ist daher auch im Hinblick auf die spezifische Aktivierung von Immunzellen fraglich.  
 Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die antitumoralen Effekte von S. 
pyogenes nicht nur auf die direkte Zytotoxizität, sondern auch auf die Induktion einer spezifi-
schen Th1-gerichteten Immunantwort zurückzuführen sind, bei der aktivierte NK-Zellen und 
CTL eine effektive Abwehr gegenüber Tumorzellen darstellen. Die in dieser Arbeit nach Ein-
satz des bakteriellen Lysates erhobenen Befunde belegten ferner dass durch avitale Struktu-
ren von S. pyogenes ebenfalls antitumorale Effekte induziert werden können. Ausgehend 
von diesen Resultaten stellt sich die gewählte Bakterienspezies als geeignet für die experi-
mentelle Immuntherapie beim Pankreaskarzinom dar. Vor diesem Hintergrund ist auch von 
Interesse, welche mikrobiellen Komponenten in vivo die Tumorlyse, sowie die beobachtete 
Stimulierung des zunächst unspezifisch, angeborenen (Granulozyten, Makrophagen) und 
sekundär adaptiven Immunsystems (T-Zellen) vermitteln, die dann zu einer effektiven Im-
munabwehr führen. Möglicherweise könnten auch durch einzelne mikrobielle Bestandteile 
(bakterielle DNA, Toxine, etc.) effektive Immunantworten ausgelöst werden, wie dies in Stu-
dien beschrieben ist (117, 187). Für diese weiterführenden Untersuchungen wäre dann der 
Einsatz der Immuntherapie in humanisierten Tiermodellen (= Xenomodelle) denkbar, welche 
die klinische Situation humaner Tumorerkrankungen gut reflektieren und dabei helfen kön-
nen, die Mechanismen der Antitumorimmunität noch besser zu verstehen. Dadurch würde es 
dann auch möglich sein, die Aktivierbarkeit von humanen T-Zellen in vitro nach Therapie zu 
untersuchen und Aussagen zu den im humanen System wirksamen zell-vermittelten antitu-
moralen Effekten, treffen zu können.  
 Daraus resultiert schließlich die Frage, ob ein Therapieeffekt ebenfalls bei Tumoren zu 
erzielen ist, die orthotop im Pankreas induziert wurden, sowie unter den Bedingungen der 
Metastasierung, die das klinische Bild des fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms darstellen. 
Dabei besteht schließlich die Möglichkeit, die Therapiestrategie in einem transgenen murinen 
Modell zu testen, bei dem Mäuse spontan Tumoren im Pankreas entwickeln, die ähnliche 
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bzw. identische genetische Aberrationen besitzen, wie die humanen Tumoren. Nach dem 
gegenwärtigen Therapieansatz der intratumoralen Applikation (s. 5.3.2.) könnten residuelle 
bzw. abgesiedelte Tumorzellen ausschließlich durch zirkulierende immunologische Effektor-
zellen eliminiert werden. Dafür ist es erforderlich eine starke und spezifische Aktivierung ei-
ner großen Anzahl von CTLs zu induzieren, die in der Lage sind, alle Tumorzellen abzutöten. 
Zur Durchführung einer Erfolg versprechenden Immuntherapie, d. h. einer Tumorremission 
oder Krankheitsstabilisierung, erscheint daher die Kombination mit einer systemischen Che-
motherapie (Gemcitabin, 5-Fluorouracil) sinnvoll, wie sie experimentell und teilweise bereits 
klinisch bei anderen Tumorentitäten (Kolon- und Mammakarzinom) erfolgreich eingesetzt 
wird (74, 144).  
 Ungeachtet der noch zu bearbeitenden Fragestellungen weisen die vorgelegten Ergebnis-
se auf eine innovative immuntherapeutische Strategie hin, die bis zu klinischen Studien wei-
ter optimiert werden soll.  
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VI ZUSAMMENFASSUNG 
 
Sowohl in klinischen als auch in experimentellen Therapiekonzepten wird versucht, die noch 
immer infauste Prognose für Patienten mit einem Pankreaskarzinom zu verbessern. Dabei 
finden neben konventionellen Ansätzen zunehmend auch immuntherapeutische Strategien 
Verwendung. Diese verfolgen das Ziel eine tumorantigen-spezifische Immunantwort zu indu-
zieren und dadurch eine protektive Immunität gegenüber residuellen Tumorzellen sowie Me-
tastasen zu vermitteln. Viele Tumoren sind aufgrund der verringerten Expression antigener 
Substanzen auf der Zelloberfläche, sowie der Sekretion immunsupprimierender Zytokine (IL-
10, TGF-β) nicht oder nur gering immunogen und werden vom Immunsystem nicht als „Ge-
fahr“ wahrgenommen. Dadurch entwickelt sich eine Toleranz mit gestörter Immunabwehr 
gegenüber dem Tumor. Die Immuntherapie setzt an diesem Punkt an und versucht, mit mul-
timodalen Konzepten die Tumortoleranz zu brechen um damit eine erfolgreiche antitumorale 
Immunabwehr zu ermöglichen.  
 Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Hypothese, dass durch gezielte mikrobielle 
Infektionen effektive zelluläre Immunantworten vom Th1-Typ induziert werden können. Als 
Modellorganismus wurden Bakterien der Gattung S. pyogenes bezüglich ihrer Einsetzbarkeit 
als aktives Immuntherapeutikum untersucht. Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, 
dass die Bakterien serotypabhängig einen signifikant negativen Einfluss auf das zelluläre 
Wachstum haben und sich daher prinzipiell für eine Antitumortherapie eignen. Die Untersu-
chungen ergaben, dass der Wildtypstamm M49 die stärkste zytotoxische Aktivität gegenüber 
Pankreaskarzinomzellen humanen und murinen Ursprungs besitzt. Zur Verifizierung dieser 
Beobachtungen in vivo wurde S. pyogenes Serotyp M49wt im syngenen Panc02-Pankreas-
karzinommodell der Maus therapeutisch eingesetzt. Die einmalige i. t. Infektion mit S. pyo-
genes führte zur kompletten Regression der zu Beginn der bakteriolytischen Therapie pal-
pablen Tumoren. Begleitende Untersuchungen, in denen die Virulenzgen-Mutante Streptoly-
sin S- (SLS-mu) eingesetzt wurde, erzielten nicht annähernd die therapeutische Wirksamkeit 
des M49wt und belegten damit, dass das Toxin SLS einen wesentlichen Beitrag zur Vermitt-
lung der Tumorregression leistet. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde das Therapie-
konzept durch den Einsatz eines bakteriellen Lysates in vivo weiterentwickelt. Diese Analy-
sen ergaben, dass auch ein avitales, nicht infektiöses Lysat des S. pyogenes M49wt einen 
signifikanten Einfluss auf das Tumorwachstum hat. Die zweimalige Injektion des Lysates 
induzierte eine schnelle Stagnation des Tumorwachstums und führte in einigen Fällen sogar 
zur kompletten Remission (29 %) innerhalb des Beobachtungszeitraums von 28 Tagen.  
 Weiterführende Analysen ergaben dann, dass die in vivo beobachteten Therapieeffekte 
auch auf eine Aktivierung des Immunsystems zurückzuführen sind. Detaillierte histologische 
und immunhistochemische Analysen zeigten eine massive T-Zellinfiltration in das Tumorge-
webe, wobei der Anteil CD8+ T-Zellen, insbesondere nach Lysatbehandlung, dominierte. 
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Durchflusszytometrisch wurde bei beiden Therapieschemata ein massiver, transienter An-
stieg an Granulozyten, Monozyten und NK-Zellen (CD11b+, Gr1+, NK1.1+) im peripheren Blut 
und in der Milz detektiert, der mit einer systemischen Produktion der Th1-Zytokine G-CSF, 
IFN-γ, sowie TNF-α einherging. Parallel kam es zu einer deutlichen Zunahme an aktivierten 
T- und B-Zellen sowie DC (CD40+, CD80+, CD86+), welche erste Hinweise auf eine Generie-
rung spezifischer antitumoraler Immunantworten gaben. Diese konnten in weiterführenden 
funktionellen Untersuchungen zur in vitro Reaktivierbarkeit von Splenozyten, sowie in Analy-
sen zur lytischen Aktivität von Lymphknoten-Lymphozyten gegenüber syngenen Tumorzellen 
bestätigt werden. Die aktive bakterielle Immuntherapie mit dem M49wt vermittelte eine 
Kreuzreaktivität gegen verschiedene Tumorentitäten. IFN-γ-ELISpot Analysen ergaben, dass 
neben Panc02 auch andere syngene Tumorzellen, d. h. EL4 (Lymphom) und CMT-93 (Rek-
tumkarzinom) zeitabhängig die antigeninduzierte Sekretion von IFN-γ aus Splenozyten trig-
gerten, wohingegen nicht-maligne Kontrollzellen (MC3T3-E1 (Fibroblasten), PBMC) keine 
IFN-γ Freisetzung induzierten. Darüber hinaus konnte eine kontinuierliche Zunahme der lyti-
schen Aktivität von Lymphknoten-Lymphozyten gegenüber den untersuchten malignen Zellli-
nien detektiert werden. Vergleichbare Resultate wurden auch bei der Lysatbehandlung erhal-
ten, wobei die Reaktivität dort fast ausschließlich gegen Panc02 Zellen gerichtet war. Bis 
zum Tag 21 nach der Lysattherapie kam es zu einer erhöhten IFN-γ Sekretion von Splenozy-
ten durch Exposition mit Panc02 Zellen, welche mit einem graduellen Anstieg der Zytotoxizi-
tät der Lymphknoten-Lymphozyten (insbesondere NK-Zellen) verbunden war. Die Zielzelllyse 
war -in Analogie zu den Resultaten nach bakteriolytischer M49wt-Therapie- primär auf die 
Induktion von Apoptose zurückzuführen. Systemisch wurden über den gesamten Zeitraum 
erhöhte IFN-γ Konzentrationen im Plasma Lysat-behandelter Tiere nachgewiesen, die mit 
einem systemischen Anstieg an NK-Zellen und einer transienten Erhöhung zirkulierender 
CD8+-Lymphozyten verbunden waren. Diese Befunde hinsichtlich einer tumorspezifischen 
Aktivierung des Immunsystems konnten in vivo teilweise bestätigt werden. Tiere, bei denen 
es initial zu einer Therapie-bedingten Regression des Panc02-Tumors kam, wiesen eine 
deutliche Tumorwachstumsverzögerung nach wiederholter Tumorzellapplikation auf (ca. 
75 % im Vergleich zu Kontrollgruppen). Die Untersuchungen belegten damit, dass eine par-
tielle protektive Immunität in vivo sowohl durch die Behandlung mit bakteriellem Lysat als 
auch mit dem M49wt erreicht werden kann. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich durch S. pyogenes bzw. dessen 
mikrobielle Komponenten in einem tierexperimentellen Modell eine spezifische antitumorale 
Immunantwort induzieren ließ. Dadurch wurde die Basis für die Weiterentwicklung dieser 
aktiven antitumoralen Immuntherapie geschaffen. Zur weiteren Optimierung des Therapiean-
satzes müssen zukünftige Untersuchungen an anderen Modellsystemen und letztlich klini-
sche Studien folgen. 
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